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Referat 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte einer frühzeitigen Zelltherapie im 
Langzeit in-vivo Infarktmodell studiert. Erstmals wurden dabei auch Veränderungen 
der kardialen β-Adrenozeptoren untersucht und Zelltherapie mit einer reversiblen 
präinfarziösen Ischämie kombiniert. Initial wurden dafür bei 38 männlichen weißen 
Neuseeländer Kaninchen Knochenmarkspunktionen durchgeführt, MSC durch Kultur 
isoliert und 60 Minuten nach induziertem Infarkt und ohne Reperfusion in den 
Randbereich des Infarktgebietes injiziert. Zur Untersuchung möglicher Interaktionen 
zwischen Zelltherapie und Präinfarktgeschehen wurde bei einigen Tieren das 
Myokard durch eine kurzzeitige Präinfarktischämie präkonditioniert. Die Ergebnisse 
der vorliegenden Arbeit zeigen, dass auch die frühzeitige Zellinjektion ohne 
Reperfusion mit signifikanten Effekten auf die Kontraktilität und spezifischen 
sympathoadrenergen Veränderungen verbunden ist.  
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Literaturübersicht 
Myokardinfarkt und postischämische Herzinsuffizienz 
Der Myokardinfarkt ist eine der Haupttodesursachen in den Industrienationen. Nach 
Angaben des statistischen Bundesamtes (2007) erleiden in Deutschland jährlich 
circa 300.000 Menschen einen Herzinfarkt, 60.000 sterben akut und 110.000 an den 
Folgen. Mit Einführung von Lyse, PCI und Thrombozytenagrregationshemmern 
konnte zwar die intrahospitale Akutmortalität deutlich gesenkt werden, die 
Spätmorbidität ist jedoch gestiegen. Gemäß American Heart Association (2006) 
entwickeln 22% der Männer und 46% der Frauen in den Folgejahren eine 
postischämische Herzinsuffizienz. Die jährliche Letalität beträgt selbst im klinisch 
stabilen Zustand 5-10% und steigt auf bis zu 50% im Stadium NYHA-IV (Sharpe und 
Dougty, 1998). Therapeutisch sind vor allem die frühe Revaskularisierung zur 
Reduktion der Infarktgrösse (Jennings und Reimer, 1983) und die Prophylaxe der 
sekundären Veränderungen durch ACE-Hemmer, β-Blocker, Statine und 
Trombozytenfunktionshemmer von Bedeutung (Hoppe et al., 2005). Verlorene 
Kardiomyozyten werden nicht suffizient ersetzt (Pfeffer und Braunwald, 1990), eine 
kurative Behandlung der manifesten Herzinsuffizienz ist trotz kardiochirurgischer 
Fortschritte nur in Einzelfällen möglich. 
sympathoadrenerge Veränderungen bei Myokardinfarkt 
und Herzinsuffizienz 
akuter Myokardinfarkt 
Ein akuter Myokardinfarkt führt durch Aktivierung kardiopulmonaler Reflexbahnen, 
ischämische Metabolite, Schmerz und Angstreaktionen zur sympathoadrenergen 
Aktivierung (Slavikova et al., 2007; Zucker et al., 1995). Aus den efferenten 
sympathischen Nervenfasern wird vermehrt Noradrenalin (NA) freigesetzt, das 
Nebennierenmark schüttet Adrenalin aus (Remme et al., 1991 und 1994; Kuchel et 
al., 1991). Adrenalin und ein Teil des Noradrenalines gelangen ins Blut, die 
plasmatischen Spiegel korrelieren mit der Infarktgrösse und den hämodynamischen 
Folgen (Karlsberg et al., 1981; Schömig et al., 1984 a; Sigursson et al., 1998; 
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Benedict et al., 1979). Mit Adaptation an das akute Infarktgeschehen beginnen die 
Plasmaspiegel rasch zu fallen und normalisieren sich beim unkomplizierten 
Myokardinfarkt binnen weniger Tage (Schömig et al., 1984 a; Sigurdsson et al., 
1993), eine postischämische Herzinsuffizienz kann jedoch mit anhaltend erhöhten 
Katecholaminspiegeln verbunden sein. 
Im Infarktgebiet selbst verhindern metabolische Veränderungen und der intakte 
Uptake-1 Transporter zunächst die NA-Freisetzung (Slavikova et al., 2007). Mit 
zunehmender Ischämiedauer und Dysfunktion des Uptake-1 Transporters (Schömig 
1987; Richardt et al., 1987) wird Noradrenalin jedoch unkontrolliert freigesetzt, 
reichert sich im Extrazellularraum an (Remme et al., 1991 und 1994; Schömig et al., 
1984 b) und kann bei gleichzeitiger Sensibilisierung und Externalisierung β- und α-
adrenerger Rezeptoren (Dominiak und Türck, 1986) ventrikuläre 
Herzrhythmusstörungen triggern (Bertel et al., 1982). 
Herzinsuffizienz 
Herzinsuffizienz ist definiert als die Unfähigkeit des Herzens den Organismus in 
Ruhe oder unter Belastung mit ausreichend Blut und Sauerstoff zu versorgen (Hoppe 
et al., 2005), die postischämische Herzinsuffizienz entsteht in Folge des Verlustes 
der kontraktilen Substanz und der adversen postinfarziösen Umbauprozesse. Die 
Aktivität des sympathoadrenergen Nervensystemes ist dabei anhaltend gesteigert 
(Kaye et al., 1994 und 2000) und trägt durch die erhöhte kardiale Belastung zur 
Progredienz der Herzinsuffizienz bei (Schömig, 1990). Vermittelt wird die 
Aktivitätssteigerung durch gestörte atriale (Mancia, 1990; Mancia et al., 1992) oder 
kardiopulmonale Reflexe (Hainsworth, 1991; Zucker et al., 1977; Staszewska-
Barczak, 1983), zentralnervöse Veränderungen (Sakamoto et al., 1989; Sole et al., 
1985; Patel et al., 1993) und eine direkte Triggerung sympathischer Afferenzen durch 
Angiotensin-II oder ischämische Metabolite (Slavikova et al., 2007). 
Die efferente sympathische Aktivität ist vor allem auf der kardiorenalen Achse 
gesteigert (Hasking et al., 1986), eine milde Herzinsuffizienz kann mit isolierter 
kardialer Aktivierung einhergehen (Rundquist et al., 1997; Kaye et al., 1998), 
während der sympathoadrenerge Tonus in Nieren, Skelettmuskel und anderen 
Organen unverändert bleibt. Der Noradrenalinüberlauf im Coronarsinus ist dabei vier- 
bis fünffach gesteigert, die Katecholaminspiegel im peripheren Blut bleiben meist 
unbeeinflusst (Dominiak et al., 1981). Erhöhte Noradrenalin Plasmaspiegel finden 
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sich erst bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz mit gesteigerter systemischer 
sympathoadrenerge Aktivität (Davis et al., 1988; Abraham et al., 1990) und werden 
als wichtiger prognostischer Indikator betrachtet (Cohn et al., 1984), die Korrelation 
mit funktionellen Parametern ist jedoch nur schwach ausgeprägt (Cohn et al., 1995). 
Obwohl auch systemisch applizierte Katecholamine kardiale Effekte haben, sind die 
Veränderungen im Herzen vor allem durch kardial freigesetztes Noradrenalin bedingt 
(Bristow et al., 1988b und 1992; Yoshikawa et al., 1994). Es steigert über β-
adrenerge Rezeptoren Inotropie, Herzfrequenz und diastolische Relaxation (Katz, 
1990; Walsh, 1990) und fördert über α1-adrenerge Rezeptoren das 
Myozytenwachstum (Pönicke et al., 2001). In hohen Konzentrationen wirkt es jedoch 
auch toxisch auf Kardiomyozyten (Rona et al., 1959; Cruickshank et al., 1987), es 
steigert Herzarbeit sowie Sauerstoffbedarf und triggert ventrikuläre 
Herzrhythmusstörungen (Kurz et al., 1995; Kaye et al., 1995). Bei chronisch erhöhter 
Freisetzung mit bis zu 50-fach erhöhtem koronaren Überlauf (Hasking et al., 1986; 
Esler und Kaye, 2000) (entspricht den Werten gesunder Patienten bei submaximaler 
Belastung) kommt es zur Entleerung präsynaptischer NA-Speicher (Hasking et al., 
1986; Meredith et al., 1993; Liang et al., 1989; Rose et al.,1985), einem verminderten 
myokardialen Noradrenalingehalt (Chidsay et al., 1963) und reduzierter funktioneller 
Reserve. Postsynaptisch führt die vermehrte Aktivierung der Rezeptoren zu einer 
Desensibilisierung des β-adrenergen Rezeptorsystems und Veränderungen an α-
Adrenozeptoren (Limas et al., 1989; Böhm et al., 1988; Bristow et al., 1988a; 
Steinfath et al., 1992; Vago et al., 1989). 
Veränderungen der β-Adrenozeptoren bei Herzinsuffizienz 
Eine verminderte β-Adrenozeptorenzahl wurde 1982 erstmals von Bristow et al. 
beschrieben. Spätere Untersuchungen bestätigten die Beobachtungen und 
erkannten eine Ursachen-unabhängige Korrelation mit dem Schweregrad der 
Insuffizienz (Bristow, 1993; Brodde, 1994; Harding et al., 1994). Die Veränderungen 
werden durch Transkriptionshemmung (Lohse et al., 1993) bzw. m-RNA bindende 
Proteine (Dennis et al., 1989; Murphree und Saffitz 1989; Pitschner et al., 1993) 
vermittelt und betreffen ausschließlich die β1-Rezeptoren. Die Zahl der β2-
Rezeptoren bleibt unverändert (Ungerer et al., 1993; Bristow, 1993), obwohl auch 
das β2-Rezeptorsystem durch β-ARK- und PKA-Phosphorylierung desensibilisiert 
wird (Ungerer et al., 1993; Hausdorff et al., 1990; Zhou und Fishman, 1991; Böhm et 
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al., 1994). Die Ursache der unterschiedlichen Regulation beider Subtypen ist 
unvollständig verstanden, Unterschiede der Rezeptorstruktur, NA-Affinität und 
Kompartimentverteilung der Subtypen (Bristow et al., 1988b; Lands et al., 1967; 
Hasking et al., 1986) werden diskutiert. Beide Mechanismen schützen das Herz vor 
chronischer Überstimulation und reduzieren Apoptose, Arrhythmien sowie 
Hypertrophie, allerdings sinkt bei verminderter Kontraktilität und verbesserter 
Energiebilanz auch das Herzminutenvolumen (Ruffolo und Kopia, 1986). Die 
Veränderungen sind reversibel, eine Normalisierung der Herzfunktion oder 
pharmakologische Blockade der β-Adrenozeptoren führen zur Resensitivierung des 
Rezeptorsystems und zum Wiederanstieg der Rezeptorzahl (Bristow, 1993; Brodde, 
1994; Harding et al., 1994; Dhein et al., 2006). Während die Rezeptorsensibilität 
auch kurzfristig moduliert werden kann, treten Veränderungen der Rezeptordichte 
erst verzögert (nach Stunden bis Tagen) auf und sind weniger kurzfristigen 
Veränderungen der sympathoadrenergen Aktivität unterlegen (Wallukat, 2002). 
Stammzellen und Zelltherapien 
Als Stammzellen werden undifferenzierte Zellen bezeichnet, die sich selbst erneuern 
und in verschiedene spezialisierte Zelltypen ausdifferenzieren können. Entsprechend 
ihres Differenzierungspotentiales werden totipotente (die einen ganzen Organismus 
bilden können), pluripotente (die in Zellen aller 3 Keimblätter ausdifferenzieren 
können) und multipotente Stammzellen sowie unipotente Progenitorzellen 
unterschieden. Nach ihrer Herkunft können embryonale von adulten Stammzellen 
unterschieden werden. Adulte Stammzellen (ASC) werden in zahlreichen Geweben 
gefunden und dienen der postnatalen Gewebsregeneration. Ihr Differenzierungs-
potential schien zunächst auf Zellen des Herkunftsgewebes beschränkt, zuletzt 
wurde jedoch auch die Ausdifferenzierung in gewebsfremde Zellen und selbst das 
Überschreiten von Keimblattgrenzen beschrieben (Sela, 2001; Mezey et al., 2000; 
Woodbury et al., 2000). Diese milieuabhängige Plastizität und potentielle 
Regeneration terminal differenzierter Gewebe durch gewebsfremde adulte 
Stammzellen war Basis neuer Therapieansätze mit ASC bei Herzinsuffizienz, Morbus 
Parkinson, Rückenmarksschädigung und Demyelinisierung (Morizane et al., 2008; 
Amoh et al., 2008; Ben-Hur et al., 2008). 
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Zelltherapien bei Myokardinfarkt 
Plastizität und Differenzierungspotential adulter Stammzellen waren auch 
Ausgangspunkt experimenteller Therapieansätze bei akuter und chronischer 
Herzinsuffizienz. Mit dem Ziel der Regeneration verlorener Kardiomyozyten wurden 
rasch zahlreiche in-vivo und in-vitro Untersuchungen mit Skelettmuskelmyoblasten, 
Knochenmarksstammzellen und spezifischen Subpopulationen durchgeführt und 
obwohl die suffiziente Regeneration kontraktiler Zellen zunächst verfehlt wurde 
zeigten Tierversuche und erste klinische Studien mit autologen Zellen funktionelle 
Verbesserungen (Murry et al., 2006). 
Knochenmark 
Vor allem das Knochenmark gilt aufgrund seiner hohen Stammzelldichte und leichten 
Zugänglichkeit als potente Quelle autologer ASC. Obwohl oftmals nur von 
Knochenmarksstammzellen oder Knochenmarkszellen gesprochen wird, lassen sich 
dabei verschiedene undifferenzierte sowie ausdifferenzierte Zelltypen mit 
charakteristischen Eigenschaften unterscheiden. Auf hämatopoetische Stammzellen 
(HSC), mesenchymale Stromazellen (MSC) und endotheliale Progenitorzellen soll im 
folgenden genauer eingegangen werden, die multipotenten adulten Progenitorzellen 
(MAPC) als mögliche Vorläuferzellen der EPC und MSC sowie die Hoechst 33342 
ausschleussende side Population (SP) sollen nur Erwähnung finden. 
hämatopoetische Stammzellen 
Hämatopoetische Stammzellen (HSC), die etwa 0,01% der mononukleären Zellen 
ausmachen, sind Vorläufer liniendeterminierter myeloischer und lymphatischer 
Stammzellen. Sie zeigen bereits zahlreiche linienspezifische Oberflächenmoleküle, 
im Gegensatz zu ausgereiften Zellen jedoch auch CD-34. Zudem exprimieren die 
Zellen den c-Kit Rezeptor CD-117, die hämatopoetischen Leukozytenmarker CD-45 
bzw. CD-38 und teilweise auch CD-133 bzw. CD-90. Spätere Linienmarker (Lin +/-) 
der B-Zellen (CD-19), Makrophagen (CD-14), Granulozyten (CD-15) oder 
Erythrozyten (Glycophorin) fehlen (Müller-Sieburg et al., 2002). 
Ferrari et al. beschrieben 1998 erstmals eine Transdifferenzierung HSC zu 
Skelettmuskelzellen in vivo, Bittner et al. (1999) konnten nach Transplantation von β-
Gal (β-Galaktosidase) markiertem Knochenmark und späterem Myokardinfarkt 
einzelne spenderstämmige, markierte Kardiomyozyten (0,03%) und Endothelien 
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nachweisen (0,2%). 2001 injizierten Orlic et al. erstmals GFP- (green fluoreszent 
protein) markierte HSC in den Randbereich eines akuten Myokardinfarktes und 
beschrieben eine um 60% verminderte Infarktgröße, verbesserte Herzfunktion, GFP- 
positive Kardiomyozyten, Gefäßendothelien und glatte Muskelzellen. Nachfolgende 
Arbeiten konnten die Ergebnisse und Schlussfolgerungen jedoch nicht bestätigen, 
die Beobachtungen Orlics wurden durch Artefakte und Fusion HSC mit somatischen 
Zellen erklärt (Oh et al., 2003; Alvarez-Dolado et al., 2003; Murry et al., 2004; 
Garbade et al., 2005). Molekulargenetisch war keine Aktivierung 
kardiomyozytenspezifischer Gene darstellbar (Murry et al., 2004), Balsam et al. 
(2004) demonstrierten eine einfache hämatopoetische Ausdifferenzierung der Zellen. 
Die Transdifferenzierung HSC zu Kardiomyozyten scheint nach heutigem 
Kenntnisstand allenfalls selten aufzutreten und kann die verlorenen Kardiomyozyten 
nicht suffizient ersetzen. Dennoch demonstrierten zahlreiche Tierversuche (Limbourg 
et al., 2005; Murry et al., 2006; Dimmeler et al., 2008) und erste klinische Studien 
funktionell positive Effekte einer Stammzelltransplantation. 
mesenchymale Stammzellen 
Mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells, MSC), die je nach Autor und 
Isolierungmethode auch als mesodermale Progenitorzellen (mesenchymal progenitor 
cells, MPC), Stammzellen des Knochenmarksstromas (adult bone marrow stroma 
stem cells, BMSC) oder stromale Knochenmarkszellen (marrow stromal cells, MSC) 
bezeichnet werden, sind Vorläuferzellen der nicht-hämatopoetischen Gewebe des 
mesodermalen Keimblattes. Im Knochenmark ruhen sie im bindegewebigen 
Knochenmarksstroma, wurden erstmals 1976 von Friedenstein et al. isoliert und als 
Quelle osteoblastischer, chondrogener und adipogener Zelllinien beschrieben. In 
Kultur wachsen sie adhärent an Plastik oder Gelatine und können durch 
mehrmaligen Wechsel des Kulturmediums von den hämatopoetischen Zellen 
abgetrennt werden (Friedenstein et al., 1976). Vergleichbare Zellen persistieren in 
praktisch allen Geweben (Da Silva et al., 2006) und können aus Fettgewebe (Gimble 
und Guilak., 2003 ), Synovialschleimhaut (de Bari et al., 2001), Periost (Nakahara et 
al., 1990), Muskel (Asakura et al., 2001), Nabelschnurblut (Erices et al., 2000), 
Placenta (Fukuchi et al., 2000), Lunge, Zahnpulpa (Gronthos et al., 2000), 
peridontalem Ligament (Seo et al., 2004) und peripherem Blut (Zvaifler et al., 2000) 
isoliert werden. 
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In der kardiovaskulären Forschung hat sich die von Friedenstein (1976) 
beschriebene Methode als Standard zur Isolierung von MSC etabliert, obwohl die 
gewonnene Zellpopulation neben den multipotenten Stammzellen weitere Zellen 
enthält, die sich morphologisch oft nicht von den multipotenten Zellen unterscheiden. 
MSC exprimieren typischerweise CD-73, CD-105 sowie CD-29, CD-90 und sind 
negativ für CD-45, CD-34, CD-14 (Dimmler, 2005; Bobis et al 2006) bzw. CD-117 
(Pittenger und Martin, 2001). Ein spezifischer Marker für die multipotenten Zellen 
existiert nicht, eine Isolierung ist nur durch negative Selektion möglich, wobei die 
multipotente Subpopulation nur 0,01%-0,001% der mononukleären Zellen ausmacht 
(Barbash et al., 2003). 
In den Focus der kardiovaskulären Forschung rückten MSC und Stromazellen durch 
ihr hohes Differenzierungspotential und die parakrine Regulation der Hämatopoese 
(Caplan und Bruder, 2001). Multipotente MSC sowie Stromazellen sezernieren 
zahlreiche Zytokine, Wachstums und Homingfaktoren wie SDF-1 (stromal derived 
factor-1), GM-CSF, SCF, IL-6 (Tocci und Forte, 2003; Kinnaird et al., 2004 a und b; 
Nagaya et al., 2005) und besitzen immunmodulatorische Eigenschaften zur 
Regulation unreifer Lymphozyten (Ohnishi und Nagaya, 2007). Unreife MSCs 
exprimieren unter physiologischen Bedingungen keine MHC-II Moleküle und trotz 
Expression anderer Oberflächenmoleküle wie MHC-I, Thy-1 (CD90), VCAM (vascular 
cell adhesion molecule = CD-106), ICAM-1, ICAM-2 (intercellular adhesion molecule 
1 und 2 ), ALCAM (activated leukocyte cell adhesion molecule = CD-166) und FLA-3 
(lymphocyte functional antigen-3) stimulieren auch allogene MSCs das Immunsystem 
des Empfängers nicht und werden nicht abgestoßen (Mcintosch und Bartholomew et 
al., 2000; Tse et al., 2003; DiNicola et al., 2002; Saito et al., 2002). Vielmehr 
hemmen die Zellen durch Zell-Zell Interaktionen und Zytokine wie M-CSF, IL-6, IL-
10, TGF-ß bzw. HGF zytotoxische T-Helferzellen, NK-Zellen und B-Lymphozyten, 
können deren Aktivierung durch andere Trigger reduzieren und die Toleranz anderer 
allogener Zellen vermitteln (Chiu, 2008). Allogene MSC entwickeln auch bei 
Ausdifferenzierung keine Antigenität (Le Blanc et al., 2003 a und b, Krampera et al., 
2003) und wurden bereits in Tierversuch (Saito et al., 2002; MacDonald et al., 2005; 
Atoui et al., 2008; Dai et al., 2005) und ersten klinischen Studien (Zambrano et al., 
2007; Hare et al., 2009; Amado et al., 2005) erfolgreich angewandt. 
Ähnlich den HSC wurde eine Ausdifferenzierung von MSC zu Kardiomyozyten und 
Gefäßendothelien nach Vorbehandlung mit 5-Azacytidin oder Co-kultur mit 
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Kardiomyozyten in-vitro (Prockop, 1997; Makino et al., 1999; Wakitani et al., 1995; 
Xu et al., 2004) und in-vivo (Kawada et al., 2004; Toma et al., 2002) beschrieben, 
besonderes Interesse weckt die potentielle allogene Anwendung (Le Blanc und 
Ringden, 2005; El-Badri, 2006). Verschiedene Arbeiten demonstrierten die 
Langzeitpersistenz allogener (McIntosh et al., 2000; Krampera et al., 2003; Liechty et 
al., 2000) und xenogener Zellen (Saito et al 2002) bei fehlender Immunsuppression 
und funktionelle Effekte nach Myokardinfarkt. Erste klinische Studien bestätigten die 
Sicherheit der Anwendung und klinischen Effekte beim Menschen (Hare et al., 2009). 
endotheliale Progenitorzellen 
Endotheliale Progenitorzellen (EPC) entstammen ebenfalls dem Knochenmark und 
können aus Nabelschnur, Knochenmark sowie dem peripheren Blut isoliert werden. 
EPC differenzieren zu reifen Endothelzellen (Crosby et al., 2000), sezernieren 
angiogenetische Zytokine (Rehman et al., 2003), exprimieren CD-34, CD-14 und 
Rezeptoren für FLK-1, KDR bzw. VEGF. CD-133 ist spezifisch für unreife EPC, vWF 
und CD-31 wird erst bei Ausreifung exprimiert. EPC sind bedeutsam für die 
physiologische Gefäßneubildung nach Gewebsschäden wie auch beim 
Myokardinfarkt, jedoch ist gerade bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren 
ihre Funktion gestört (Heeschen et al., 2004). Werden EPC intravenös oder 
intramoykardial appliziert verstärken sie vor allem die Angiogenese, in einzelnen 
Arbeiten ist jedoch auch eine Myogenese beschrieben (Condorelli et al., 2001; 
Badorff et al., 2003). 
klinische Studien  
Nach den positiven Ergebnissen der Kleintiermodelle wurden erste unkontrollierte, 
nicht-randomisierte Studien und Case-Serien durchgeführt, denen rasch weitere 
randomisierten Studien folgten.  
Die MAGIC Studie (Myoblast Autologous Grafting in Ischemic Cardiomyopathy) war 
die erste randomisierte und Placebokontrollierte Studie bei Patienten mit chronischer 
postinfarziöser linksventrikulärer Dysfunktion, wobei im Rahmen coronarchirurgischer 
Eingriffe autologe Skelettmuskelmyoblasten in den Bereich der alten Infarktnarbe 
injiziert wurden. Die Ergebnisse enttäuschten, bei fehlender Verbesserung der 
ventrikulären Funktion musste die Studie nach Häufung ventrikulärer Arrhythmien 
vorzeitig beendet werden (Menasche et al., 2008).  
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Die BOOST Studie (BOne marrOw transfer to enhance ST-elevation infarct 
regeneration) umfasste 30 Patienten mit Injektion mononukleärer Zellen (2,4 x 106) 
binnen 7 Tagen nach Herzinfarkt und 30 Patienten mit Standardtherapie. Dabei 
waren nach 6 Monaten eine signifikant verbesserte LV-EF (6,7%) und tendenziell 
verminderte Infarktausdehnung darstellbar (Wollert et al., 2004), der Effekt nach 18 
Monaten jedoch nicht mehr nachweisbar (Meyer et al., 2006). Komplikationen 
wurden nicht beobachtet, die Langzeitergebnisse zeigten jedoch keine anhaltende 
Verbesserung der kardialen Funktion. In der folgenden REPAIR-AMI Studie 
(Reinfusion of Enriched Progenitor cells And Infarct Remodelling in Acute Myocardial 
Infarction) mit 95 Stammzell-Patienten und ähnlichem Studiendesign (Schächinger et 
al. 2006) waren selbst initial nur geringe Unterschiede zwischen beiden Gruppen 
darstellbar (Cleland et al., 2006). Zelltransplantation war jedoch mit einer Reduktion 
vorgegebener klinischer Endpunkte wie Tod, Reinfarkt und Revaskularisierung 
verbunden, interessanterweise profitierten besonders Patienten mit niedriger 
Ausgangs-EF von der Zelltherapie. Die norwegische ASTAMI (Autologous Stem cell 
Transplantation in Acute Myocardial Infarction) Studie mit je 49 Patienten konnte 
hingegen nur die Sicherheit der Methode aber keinen Unterschied zwischen beiden 
Gruppen demonstrieren. In der LEUVEN-AMI Studie (Janssens et al., 2006) mit 
intracoronarer Applikation mononukleärer Knochenmarksstammzellen binnen 24 
Stunden nach Infarkt ließen sich im Vergleich zu Placeboinfusion ebenfalls keine 
Unterschiede der LV-EF, jedoch eine verringerte Infarktgröße und verbesserte 
regionale Wandbewegung darstellen. Die ähnlich gestaltete BALANCE Studie 
(Yousef et al., 2010) konnte bei intracoronarer Applikation autologer mononukleärer 
Knochenmarkszellen um den siebten postinfarziösen Tag hingegen signifikante 
Effekte auf EF und Schlagvolumenindex nachweisen. Die Infarktausdehnung wurde 
reduziert, die Kontraktilität im Infarktbereich gesteigert, Lebensqualität und 
Laufbandbelastung ebenso beeinflusst. Die Effekte waren über 6, 12 und 60 Monate 
stabil und auch die Mortalität konnte signifikant gesenkt werden. 
Neben den genannten Studien mit unfraktionierten Knochenmarksstammzellen 
wurden auch einzelne durch G-CSF im peripheren Blut angereicherte 
Subpopulationen klinisch getestet, wobei kaum Langzeitergebnisse vorliegen. Die 
erste Studie von (Dobert et al., 2004) konnte keinen Unterschied zwischen isolierter 
Subpopulation und unfraktionierten Knochenmarksstammzellen feststellen. 
Kombination mit Stentimplantation zeigte in beiden Gruppen eine verbesserte 
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myokardiale Viabilität und Perfusion, doch wurden die Ergebnisse nicht mit 
Stentimplantation ohne Stammzelltherapie verglichen. Spätere, mit entsprechender 
Kontrollgruppe, durchgeführte Studien bei akutem MI zeigten in Kombination mit 
Angioplastie und Drug-Eluting Stents (Bartunek et al., 2005; Numaguchi et al., 2006) 
eine signifikante Verbesserung der LV-EF, die bei Patienten mit länger 
zurückliegendem Infarkt nicht nachweisbar war (Bartunek et al., 2005). Zudem zeigte 
diese Studie gehäuft koronare Komplikationen im Zusammenhang mit Zellinfusion. 
Zusammenfassend zeigen die verschiedenen Studien heterogene Ergebnisse, wobei 
die Ursachen in den unterschiedlichen Patientenprofilen, Injektionszeitpunkten, 
Zelltypen, Zellzahlen, der Aufbereitung und Begleittherapie liegen könnten. 
Verschiedene Metaanalysen wurden durchgeführt, die Umfassendste zu 
Knochenmarksstammzellen nach akutem Myokardinfarkt mit 811 Patienten zeigte im 
Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Verbesserung der LV-EF um 2,99% und 
Abnahme der Infarktausdehnung um 3,51% bei vergleichbaren enddiastolischen 
Volumen und Narbenverhältnissen (Martin-Rendon et al., 2008). Die klinische 
Bedeutung der milden bis moderaten Effekte auf die LV-Funktion bleibt dabei ein 
Streitpunkt, wobei bedacht werden sollte, dass auch etablierte lebensverlängernde 
Therapien mit beta-Blockern oder ACE-Hemmern oft nur moderate, aber klinisch 
bedeutsame Effekte auf linksventrikuläre Funktionsparameter haben. Allerdings 
lassen die begrenzten Effekte und heterogenen Ergebnisse der Einzelstudien auch 
die Notwendigkeit zur weiteren Untersuchung und Optimierung der bisherigen 
Therapieprotokolle erkennen. 
Effekte adulter Stammzellen und anderer Zelltypen 
Eine Differenzierung zu strukturell, elektrophysiologisch und funktionell vollwertigen 
Kardiomyozyten sowie deren Integration konnte bisher nur für embryonale 
Stammzellen zweifelsfrei dargestellt werden (Kehat et al., 2004; Min et al., 2003). Die 
relevante Regeneration von Kardiomyozyten durch adulte Stammzellen wurde 
hingegen verfehlt, viele der früheren Beobachtungen wurden inzwischen durch 
Artefakte, Kontamination mit anderen Zellen und Zellfusion erklärt (Alvarez-Dolado et 
al., 2003; Murry et al., 2004; Garbade et al., 2005). Selbst myozytäre Vorläuferzellen 
wie Skelettmuskelmyoblasten (Menasche et al., 2003) zeigten weder funktionelle 
Integration (Reinecke et al., 2002) noch Expression der zur elektromechanischen 
Kopplung nötigen Strukturen (Reinecke et al., 2000).  
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Dennoch konnten funktionelle Verbesserungen nach Injektion von Stammzellen, 
Fibroblasten oder glatten Muskelzellen (Murry et al., 2005; Hutcheson et al., 2000; 
Fujii et al., 2003) dargestellt werden, selbst zellfreies konditioniertes Kulturmedium 
zeigt Effekte (Takahashi et al., 2006; Gnecchi et al., 2005 und 2006). Teilweise 
lassen sich die Veränderungen dabei durch Differenzierung der Zellen zu 
Endothelien und Fibroblasten mit Verstärkung der Infarktnarbe und verbesserter 
Perfusion erklären, wesentlicher erscheinen jedoch die parakrin sezernierten 
Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, welche die physiologische 
Reorganisation und Regeneration unterstützen. So sind nach Zelltransplantation die 
Gewebskonzentrationen von Vascular-Endothelial-Growth-Factor (VEGF), basic-
Fibroblast-Growth-Factor (bFGF), Hepatocyte-Growth-Factor (HGF), Insulin-like 
Growth-Factor (IGF)-I und Adrenomedullin signifikant erhöht (Yoon et al., 2005; 
Nagaya et al., 2005; Kinnaird et al., 2004 a und b). Die Sekretion der applizierten 
Zellen wird durch postinfarziösen hypoxischen Stress gesteigert (Kinnaird et al., 2004 
a und b), Sekretion und Wirkung der Substanzen ist bei bereits organisiertem, 
chronisch veränderten Infarktgewebe deutlich geringer ausgeprägt. Obwohl die 
sezernierten Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren ihre Wirkung vor allem in 
der unmittelbaren postinfarziöse Regeneration entfalten, können die resultierenden 
strukturellen und funktionellen Veränderungen doch anhaltend sein. Integration und 
dauerhafte Persistenz der transplantierten Zellen im später organisierte Gewebe 
scheint dabei von untergeordneter Bedeutung (Deb et al., 2008; Vandervelde et al., 
2005; van Laake et al., 2006).  
Angiogenese 
EPC, HSC und MSC konnten durch Integration in neu gebildete Gefäße (Li et al., 
2000; Tomita et al., 2002; Szmitzko et al., 2003; Kamihata et al., 2001) oder 
Sekretion angiogenetischer Wachstumsfaktoren (Schierling et al., 2009) die 
Angiogenese unterstützen. In-vivo führte die Injektion in ischämisches und 
entzündlich verändertes Gewebe zur vermehrten Freisetzung von bFGF, HGF, 
VEGF, und Angiopoetin-1 (Kamihata et al., 2001; Gnecchi et al., 2006; Xu et al., 
2007; XU et al., 2007; Tse et al., 2007; Tang et al., 2004; Rehman et al., 2004; Kano 
et al., 2005 und Kinnaird et al., 2004a). Kapillardichte und Perfusion stiegen an 
(Kamihata et al., 2001; Kinnaird et al., 2004b), in Folge wurden Kontraktilität und 
Remodelling beeinflusst. 
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Zytoprotektion, Apoptosehemmung und antiinflammatorische 
Effekte 
Ventrikuläres Remodelling und die postischämische Herzinsuffizienz führen auch 
nach dem initialen Infarktereignis durch Matrixumbau, Überdehnung, Hypertrophie 
und Inflammation zum fortschreitenden Kardiomyozytenverlust, welcher indirekt 
durch eine verbesserte Perfusion reduziert werden kann (Kocher et al., 2001). 
Zudem sezernieren ASC zytoprotektive Substanzen und konnten in-vivo wie in-vitro 
Apoptose und Nekrose umgebendender Kadiomyozyten direkt vermindern (Gnecchi 
et al., 2005 und 2006; Lim et al., 2005; Uemura et al., 2006; Kinnaird et al., 2004a 
und b; Takahashi et al., 2006). Verschiedene ASC zeigen eine Expression von 
Genen die mit DNA Reperatur, Radikalfängern und Detoxifikation assoziiert sind 
(Zhang et al., 2006; Singla et al., 2007; Singla und McDonald, 2007), MSC können 
zudem direkt die Aktivität von T-Helfer Zellen, NK-Zellen sowie B-Lymphozyten 
hemmen (Chiu 2008; Di Nicola et al., 2002; Aggarwal und Pittenger, 2005) und 
sekundäre Zellverluste im Rahmen der postinfarziösen Entzündungsreaktion 
verhindern (Guo et al., 2007; Varda-Bloom et al., 2000). In vitro verminderten sie 
MCP-1 assoziierte Zellschäden und bewahrten im Myokarditismodell die 
Herzfunktion durch Reduktion der CD-68 Infiltration und MCP-1 Sekretion (Ohnishi et 
al., 2007b).  
Unterstützung endogener Reperaturmechanismen 
Im Gegensatz zur früheren These vom terminal differenzierten Gewebe ohne 
mitotische Aktivität besitzt das Myokard durchaus regeneratives Potential (Beltrami et 
al., 2003; Urbanek et al., 2003). Ortständige und zirkulierende Vorläuferzellen 
können den physiologischen Zellverlust ausgleichen und einzelne Kardiomyozyten 
regenerieren, die ausgedehnten Schäden nach Myokardinfarkt übersteigen allerdings 
das physiologische Regenerationspotential. Iatrogen applizierte Zellen können die 
endogenen Reparaturmechanismen jedoch triggern bzw. verstärken, kardiale 
Stammzellen aktivieren, zur Replikation stimulieren (Wang et al., 2005) oder die 
Anreicherung zirkulierender Vorläuferzellen im Infarktgewebe verstärken. So 
demonstrierten in-vivo Untersuchungen eine verstärkte Migration, Proliferation und 
Differenzierung kardialer Stammzellen nach Injektion von SCF, HGF, IGF-1 (Linke et 
al., 2005) oder unfraktionierten Knochenmarkszellen (Yoon et al., 2005). Die 
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Applikation von SDF-1α (Lutz et al., 2007; Zhang et al., 2007), HGF (Yang et al., 
2007), SCF (Fazel et al., 2005) oder Chemokin-sezernierender Zellen (Lee et al., 
2009) verstärktedas Homing zirkulierender Progenitorzellen. 
Stabilisierung der extrazellulären Matrix 
Die extrazelluläre Matrix (EZM), deren Funktion in der Stabilisierung, Stimulation und 
Ausrichtung der einzelnen CMC sowie dem Übertragen der Einzelkontraktion in eine 
koordinierte Ventrikelbewegung liegt, ist nach Myokardinfarkt gestört (Spinale, 2007; 
Baicu et al., 2003; Anand et al., 1997). Der Kollagenumbau ist verstärkt, Zell-Matrix 
Verbindungen lösen sich, die Apoptose vitaler CMC wird induziert. Der Ventrikel 
dilatiert, die Einzelkontraktion werden nicht mehr optimal übertragen. 
ASC können die Matrix stabilisieren, organisieren und fehlende Matrixelemente 
sezernieren. Das gestörte Gleichgewicht aus degradierenden Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) und ihren endogenen Tissue Inhibitoren (TIMPs) (Visse 
und Nagase, 2003) wird wiederhergestellt (Fedak et al., 2005; Berry et al., 2006; 
Ohno et al., 2003; Yoo et al., 2000). Die Belastung des Ventrikels sinkt durch die 
verbesserten passiv-mechanischen Eigenschaften der Infarktnarbe (Atkins et al., 
1999; Farahmand et al., 2008). Im restlichen Ventrikel werden fibrotischer Umbau, 
Apoptose und LV-Dilatation reduziert, sodass sich diastolische und systolische 
Funktion auch ohne direkte Myokardregeneration stabilisieren (Ohnishi et al., 2007a; 
Xu et al., 2007). 
Optimierung der Stammzelltherapien 
Im Gegensatz zu den ersten Tierversuchen konnten die bisher durchgeführten 
klinischen Studien oft nur milde bis moderate Effekte auf die Herzfunktion darstellen, 
jedoch versuchten zahlreiche Arbeitgruppen die Stammzelleffizienz mit 
verschiedenen Methoden zu erhöhen. So wurden durch thermosensitive Hydrogele 
auf Kollagenbasis (Kofidis et al., 2005; Christman et al., 2004; Zhang et al., 2006; 
Suuronen et al., 2006) oder die Verpackung in Mikrosphären (Chan et al., 2007; 
Batorsky et al., 2005) Zell-Zell und Zell-Matrix Verbindungen bereitgestellt, die 
Zellretention und Stammzellüberleben erhöhten. Andere Arbeitsgruppen verstärkten 
die Stammzelleffekte mit co-injizierten Zytokinen (Loffek et al., 2006; Sreerekha et 
al., 2006; Ishikawa et al., 2006) oder konnten die gestörte Funktion der autologen 
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Zellen durch Statine oder eNOS-Enhancer normalisieren (Seeger et al., 2007; Sasaki 
et al., 2006).  
Hypoxische Präkonditionierung der Zellkultur (Gnecchi et al., 2006; Mirotsou et al., 
2007; Hung et al., 2007; Li et al., 2007; Uemura et al., 2006; Noiseux et al., 2006; 
Jiang et al., 2006), Hitzeschock (Robey et al., 2008), bzw. pharmakologische 
Präkonditionierung mit Diazoxid reduzierten die Apoptoserate und konnten das 
Angiogenesepotential der Stammzellen erhöhen. Gezielt wurden Zellen mit 
antiapoptotischen Genen wie Bcl-2 (Li et al., 2007) Akt (Gnecchi et al., 2006) oder 
Wachstumsfaktoren wie VEGF (Suzuki et al., 2001; Gnecchi et al., 2006; Yau et al., 
2005; Matsumoto et al., 2005; Yang et al., 2007) VEGF und bFGF (Yau et al., 2007) 
bzw. IGF (Yau et al., 2005 b) transfiziert. SDF-1α überexprimierende MSC (Zhang et 
al., 2007) und SCF überexprimierende SCM (Fazel et al., 2005) konnten Migration 
und Homing weiterer multipotenter Stammzellen steigern. Relaxin (RLX) 
überexprimierende SKMb regulierten Kollagenumbau und Myokardfibrose mit 
Steigerung von Angiogenese und Kontraktilität (Formigli et al., 2005). 
Injektionszeitpunkt 
Diskutiert wird auch der Einfluss des Applikationszeitpunktes auf die klinischen 
Effekte. In der Mehrzahl der klinischen Studien und experimentellen Arbeiten wurden 
die Zellen verzögert, d.h. Tage oder Wochen nach Infarkt appliziert (Murry et al., 
2006; Charwat et al., 2007; Dimmeler et al., 2007). In Hinblick auf 
Stammzellüberleben, funktionelle Integration und dauerhafte Persistenz scheint die 
verzögerte Applikation nach Reperfusion und akuter postinfarziöser 
Entzündungsreaktion sinnvoll (Bartunek et al., 2006), jedoch würde das Gastgewebe 
gerade in der Frühphase von den zytoprotektiven, antiapoptotischen und 
immunmodulatorischen Effekten der Stammzellen profitieren. Wie bereits erwähnt, 
kann hypoxischer Stress im Randbereich die parakrine Sekretion der transplantierten 
Zellen steigern (Kinnaird et al., 2004 a und b) eine dauerhafte Persistenz und 
Integration ins organisiserte Gewebe scheint für die parakrinen Effekte dabei von 
untergeordneter Bedeutung (Gnecchi et al., 2005 und 2006; van Laake et al., 2006). 
Untersuchungen zum optimalen Zeitpunkt der Applikation wurden jedoch nur 
vereinzelt durchgeführt, die Ergebnisse sind widersprüchlich (Li et al., 2007; Hu et 
al., 2007). Ob der Infarktverlauf, das Präinfarktgeschehen, eine Präinfarktangina oder 
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Präkonditionierung einen Einfluss auf eine spätere Stammzelltransplantation haben 
ist nicht untersucht. 
Stammzellmigration 
Im Rahmen von Embryogenese, Organogenese und postnataler 
Gewebsregeneration können embryonale und adulte Stammzellen durch den 
Organismus wandern (Smart und Riley., 2008; Rubart et al, 2006; Narmoneva et al., 
2004; Urbich et al., 2005; Schächinger et al., 2006; Strauer et al., 2002; Ratajczak et 
al., 2004; Deb et al., 2003) und gezielt in fremde Geweben migrieren. Die 
zugrundeliegenden Mechanismen sind vor allem bei hämatopoetischen Stammzellen 
untersucht, die Ergebnisse lassen sich jedoch auch auf andere Stammzellen 
übertragen (Laird et al., 2008). HSC, die bereits aus der fetalen Leber in das 
entstehende Knochenmark wandern, können auch postnatal ihre Stammzellnische 
verlassen, mit dem Blut (Morrison et al., 1995) in verschiedene Gewebe migrieren 
(Smart und Riley, 2008) und sich darin integrieren (Quaini et al., 2002; Höcht-
Zeisberg et al., 2004; Deb et al., 2003; Glaser et al., 2002). Verstärkt werden 
Mobilisierung und Migration dabei durch akute Gewebeschäden wie auch beim 
Myokardinfarkt. So steigt parallel zur Infiltration des Infarktgewebes durch neutrophile 
Granulozyten, Monozyten, T- und B-Lymphozyten (Mallory et al., 1939) auch die Zahl 
zirkulierender HSC, MSC und EPC (Jackson et al., 2001; Bittora et al., 2003; Massa 
et al., 2004; Wollert und Drexler, 2005; Urbich und Dimmeler, 2004). In Infarktareal, 
Infarktrand und restlichen Myokard liesen sich vermehrt c-Kit positive Zellen 
darstellen (Fazel et al., 2006), markierte EPC (Kocher et al., 2001; Aicher et al., 
2003), MSC (Ma et al., 2005; Bittira et al., 2003) und HSC (Fazel et al., 2006; Bittner 
et al., 1999) zeigten eine gezielte Migration zum Ischämiegebiet. Die Zahl 
zirkulierender Stammzellen korrelierte dabei positiv mit der postinfarziösen LV-EF 
und negativ mit kardialen Nekrosemarkern (Michowitz et al., 2007; Turan et al., 
2007), eine gestörte Stammzellmobilisierung war mit der Entwicklung einer 
progredienten postischämischen Kardiomyopathie verbunden (Fazel et al., 2006). 
Reguliert werden Stammzellmobilisierung und Chemotaxis adulter (Hattori et al., 
2003; Kucia et al., 2004 b; Gazitt et al., 2004) und embryonaler Stammzellen vor 
allem durch das Chemokin SDF-1α und dessen spezifischen Rezeptor CXCR4 
(Vandervelde et al., 2005). SDF-1α wird postnatal von Knochenmarksendothelien, 
Fibroblasten, Osteoblasten, Endothelien sowie Parenchymzellen von Herz, 
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Skelettmuskel, Leber, Hirn und Niere sezerniert, der CXCR4 Rezeptor auf 
Keimzellen, embryonalen und adulten Stammzellen exprimiert. Im Knochenmark 
produzieren Stromazellen SDF-1α und arretieren damit die unreifen 
hämatopoetischen Stammzellen in ihrer Stammzellnische (Dar et al., 2005). Wird 
SDF-1α lokal durch Proteasen abgebaut können die Zellen jedoch ihre Nische 
verlassen und werden ins periphere Blut mobilisiert (Hattori et al., 2003). Im Rahmen 
einer akuten myokardialen Infarzierung wird gleichzeitig vermehrt SDF-1α aus 
Infarktbereich und Infarktrand freigesetzt (Ma et al., 2005; Wojakowski et al.,2005; 
Czarnowska et al., 2007; Hoenig et al., 2008) und steuert chemotaktisch die 
Migration der CXCR4 positiven Zellen (Askari et al., 2003; Malek et al., 2006; 
Ratajczak MZ, et al., 2004) ins Infarktgebiet, wo VLA-4, VLA-5, ICAM-1 und VCAM-1 
Adhärenz bzw. Extravasierung vermitteln (Mazo et al., 1998; Peled et al., 1999 und 
2000; Möhle et al., 2001; Kronenwett et al., 2000). Ist das SDF-1α-CXCR4 System 
dabei postnatal gestört, sind Stammzellmobilisation und Neovaskularisation (Petit et 
al., 2002) reduziert, eine pränatale Störung ist zudem mit Störungen der 
Knochenmarksentwicklung, Hämatopoese, organspezifischen Vaskulogenese und 
Ventrikelseptumbildung assoziiert (Nagasawa et al., 1996; Zou et al., 1998).  
Experimentell versuchten zahlreiche Arbeitsgruppen die Stammzellmigration nach 
Myokardinfarkt durch Applikation von SDF-1α oder indirekt über verschiedene 
Zytokine (VEGF, Angiopoetin -1, Erythropoetin, G-CSF, GM-CSF, eNOS, Östrogen 
und PDGF) oder zu steigern. Der SDF-1α Gradient wurde dabei durch 
intramyokardiale SDF-1α Injektion (Tang et al., 2005; Zhang et al., 2007a) 
epikardiale Patches (Zhang et al., 2007 a) oder durch Applikation SDF-1α 
sezernierender Zellen verstärkt (Zhang et al., 2008; Zhang et al., 2007b; Lee et al., 
2008; Makelä et al., 2007; Elmadbouh et al., 2006; Wang et al., 2007). Auch die in 
der vorliegenden Arbeit verwendete Zellpopulation aus multipotenten MSC, 
Endothelien, Fibroblasten und Osteoblasten, produziert SDF-1α (Yu et al., 2003; 
Croitoru-Lamouryet al., 2007) und kann damit die Migration zirkulierender 
Stammzellen verstärken. 
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Ziel der Arbeit, Thesen und Fragestellung 
Obwohl das initiale Ziel der Regeneration suffizienter Mengen funktionell integrierter 
Kardiomyozyten durch adulte Stammzellen bisher verfehlt wurde, zeigten 
Tierversuche und klinische Studien Verbesserungen der Herzfunktion nach 
Zelltherapie. Die Zelleffekte sind jedoch vermutlich parakrin vermittelt und beruhen 
auf einer Verstärkung endogener Reperaturmechanismen, Integration und 
dauerhafte Persistenz der Zellen erscheinen von untergeordneter Bedeutung. Damit 
stellt sich auch die Frage nach dem optimalen Applikationszeitpunkt und 
Einflussfaktoren auf eine injizierten Zellen neu. Während in zahlreichen Arbeiten die 
Effekte genetischer und pharmakologischer Modifikation der Zellen untersucht 
wurden ist der Einfluss des Gastgewebes auf transplantierte Zellen kaum erforscht, 
obwohl die Bedeutung des Infarktmilieus stets betont wurde und mit frühzeitiger 
Applikation weiter zunimmt. 
In der vorliegenden Arbeit sollten daher im Langzeit in-vivo Keintiermodell die Effekte 
frühzeitig applizierter MSC, teilweise kombiniert mit einer Präinfarktischämie (PII) 
ohne Reperfusion, unter folgenden Fragestellungen untersucht werden:  
 
Lassen sich die vorbeschriebenen Effekte MSCs auf Herzfunktion und Infarktnarbe 
auch bei früher Zellinjektion darstellen und werden die Effekte durch eine dem Infarkt 
vorrausgehende Ischämie (PII) im Sinne einer Präinfarktangina beeinflusst? 
 
Sind funktionelle Veränderungen nach Myokardinfarkt oder Therapie auch mit 
entsprechenden neurohumoralen Veränderungen verbunden und wie werden 
plasmatische NA-Spiegel bzw. β-Adrenozeptordichten in den verschiedenen 
Herzregionen beeinflusst?  
 
Korrelieren die neurohumoralen Veränderungen mit der Herzfunktion? 
 
Wenn die Effekte der in begrenzter Zahl injizierten Zellen durch mobilisierte 
zirkulierende Progenitorzellen oder ortständige Stammzellen verstärkt werden, 
lassen sich auch im Langzeitmodell noch entsprechende Zeichen der 
Stammzellmobilisierung darstellen?  
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Methoden 
Versuchsaufbau 
Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden an 38 männlichen Kaninchen 
vom Typ "Weiße Neuseeländer" (WNZ, New Zealand White Rabbits, Charles River, 
Kissleg, Deutschland) im Alter von 6 Monaten mit einem Gewicht von 2 bis 3 Kg 
durchgeführt. Tierhaltung und Experimente entsprachen dem deutschen 
Tierschutzgesetz und wurden durch das Regierungspräsidium Leipzig (TVV-1402) 
genehmigt. Die Tiere wurden in 4 Gruppen randomisiert (siehe Abbildung 2.1): 
 Infarkt mit Zellinjektion (MSC ohne PII, n=10) 
 Infarkt mit Präinfarktischämie und Zellinjektion (MSC mit PII, n=9) 
 Infarkt mit Mediuminjektion (Medium ohne PII, n=9) 
 Infarkt mit Präinfarktischämie und Mediuminjektion (Medium mit PII, n=10) 
Zur Interpretation der Radioligandenbindungsstudien diente eine weitere Gruppe 
(Kontrolle, n=6) mit herzgesunden Tieren, die weder Myokardinfarkt noch 
Intervention durchliefen und auch als Kontrollgruppe in der Arbeit von Dhein et al. 
(2006) dienten. Gewicht und Alter dieser Tiere war mit denen der Infarktgruppen zum 
Zeitpunkt der Finalversuche vergleichbar, die Messungen wurden von D. Rouabah 
nach identischen Protokollen im gleichen Labor durchgeführt. 
 
Präinfarktischämie 
Infarkt Infarkt 
Knochenmarkspunktion 
    Medium   MSC  Medium MSC 
Sakrifizierung 30 Tage nach MI 
Kontrollgruppe 
RLBS 
 
Abbildung 2.1   Versuchsprotokoll und Gruppenaufteilung 
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Tierhaltung 
Die Betreuung der Tiere erfolgte durch das MEZ der medizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig. Jedes Tier wurde artgerecht im eigenen Käfig gehalten und 
erhielt Standardfutter und Wasser ad libitum. Versuche an lebenden Tieren wurden 
gemeinsam durch T. Wagner, Dr. med. M. Resetar und P. Broeske durchgeführt. 
Tiermodell und Versuchsprotokoll 
Knochenmarksgewinnung 
Am Tag 0 wurde bei allen Tieren der Infarktgruppen eine Knochenmarkspunktion 
nach der von Rastan et al. (2005) bzw. Jamshidi et al. (1971) beschriebenen 
Methode durchgeführt. Nach Einleitung der Injektionsnarkose mit Ketamin (35 mg/kg 
i.m.) und Medetomidine (0,25 mg/kg i.m.) sowie Analgesie mit Fentanyl (0,02 mg/kg 
s.c.) wurden das spontan atmende Kaninchen in Bauchlage gelagert, der linke 
Hinterlauf rasiert, mit Polyvidon-Jod desinfiziert und steril abgedeckt. Das proximale 
Femur wurde steril ertastet und nach Stichinzision mit einer 11-Gauge 
Punktionskanüle (Innendurchmesser 3 mm) im diaphysären Bereich punktiert. Durch 
langsame Aspiration konnten 4 ml Knochenmark gewonnen und steril in 10 ml 4° C 
PBS- 2 mM EDTA übertragen werden. Der Wundverschluss erfolgte mit Monocryl 4.0 
Einzelknopfnaht, postoperativ wurden die Tiere bis zur vollen Mobilität überwacht 
und anschließend in ihre vertrauten Käfige gebracht. 
Zellaufbereitung 
Die in PBS- 2 mM EDTA gelösten Knochenmarkszellen wurden unter sterilen 
Bedingungen wiederholt für 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert, in PBS 2 mM EDTA 
resuspendiert und das gereinigte Pellet auf 1 ml Ficoll (Histopaque 1,077 g/ml bei 
25° C) aufgetragen. Nach 30 minütiger Dichtezentrif ugation bei 500 g (Tomita et al., 
1999; Dhein et al., 2006; Rastan, 2008) wurde die mononukleäre Interphase in PBS-
2 mM EDTA resuspendiert und erneut dreimal gewaschen. Die Zellen wurden im 
Kulturmedium (DMEM-1 + 10% FCS, 100 µg Streptomycin + 100 U/ml Penicillin) 
resuspendiert und nach Zugabe von 10 µM 5-Azacytidin auf eine mit 1% Gelatine 
beschichtete Platte versetzt. Unter täglichem Mediumwechsel und mikroskopischer 
Begutachtung erfolgte die Kultur der Zellen bei 37° C für 4 Tage, die mesenchymalen 
20 
Zellen konnten dabei durch ihr adhärentes Wachstum beim Verwerfen der im 
Medium gelösten hämatopoetischen Zelltypen isoliert werden (Peister et al., 2004; 
Phinney et al., 1999; Moddermann et al., 1994; Friedenstein et al., 1976). Am dritten 
Tag wurden die vitalen Zellen mit 2,5 µM Vybrand DiI markiert und am Folgetag nach 
Lösung mit Trypsin/EDTA in 1 ml Medium (1,1±0,4 Millionen Zellen) übertragen. Die 
Zellen der Mediumtiere wurden zu diesem Zeitpunkt verworfen und durch 1 ml 
frischen Mediums (DMEM) ersetzt. 
Induktion des Myokardinfarktes und Zellapplikation  
Nach dem Transport in den tierexperimentellen Operationssaal ruhten die Tiere 
zunächst einige Stunden im abgedunkelten Transportbehälter. Die Tiere wurden 
erneut mit Medetomidine und Ketamin narkotisiert, endotracheal intubiert und unter 
Kontrolle des endexpiratorischen CO2 mit einem 0,8-3%igem Isofluran-Sauerstoff 
Gemisch maschinell beatmet (AF 15-20 /min, Atemzugvolumen 30-50 ml, PEEP 0-5 
mbar, AMV 0,6-1 l/min, Pmax 25 mbar) (Schneider, 2005). Unmittelbar präoperativ 
wurden die Kaninchen antibiotisch mit Enofloxacin (10 mg/kg s.c.) abgeschirmt und 
erhielten Fentanyl (0,02 mg/kg s.c.) zur Schmerzprophylaxe. Nach 
echokardiografischer Untersuchung in Linksseitenlage und Anlage eines 3-Kanal-
EKG konnte aus einer 30 Minuten zuvor in die rechte Vena auricularis gelegten 
Verweilkanüle 5 ml peripher venöses Blut in EDTA-Monovetten mit 1 µM 
Glutathion/ml entnommen werden. Die Proben wurden unverzüglich für 10 Minuten 
bei 2100 g abzentrifugiert, der Plasmaüberstand schockgefroren und bei -80° C 
eingelagert. Zwischenzeitlich wurden die Tiere in Rückenlage umgelagert, am Tisch 
fixiert, der Brustkorb rasiert, gereinigt, mit Polyvidon-Jod desinfiziert und steril 
abgedeckt. 
Über eine 2 cm lange, linksseitige anterolaterale Minithorakotomie (Dhein et al., 
2006) konnte durch den 4. Intercostalraum in den Thorax eingegangen werden. Nach 
Anlage eines Thoraxspreizers wurde die linke Lunge mit einer feuchten Kompresse 
vorsichtig zur Seite gedrängt und das Perikard ventral des N. phrenicus quer 
eröffnet. Zur Darstellung der Bifurkation des linken Hauptstammes wurde das linke 
Herzohr mit einer kleinen Lungenfasszange fixiert. Der konstant ausgebildete erste 
Posterolateralast der Arteria circumflexa (Podesser et al., 1997) wurde vorsichtig mit 
einem Prolene 4.0 Faden umschlungen und bei den Tieren der 
Präinfarktischämiegruppen (PII) zunächst mit Hilfe eines Occluders wie beim 
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Preconditioning für 5 Minuten reversibel verschlossen. Durch Lösen der Klemmung 
wurde das Gefäß bei Normalisierung der ST-Veränderungen für 10 Minuten 
wiedereröffnet, bevor es dauerhaft abgebunden wurde (Miki et al., 2000). Bei den 
Tieren der nicht-PII Gruppen konnte das Gefäß hingegen sofort dauerhaft ligiert 
werden (Barret et al., 1997). Anschließend wurde der Brustkorb bis zur späteren 
Zellinjektion mit einer feuchten Kompresse steril abgedeckt. Die myokardiale 
Infarzierung konnte bei allen Tieren durch ein Abblassen des Ischämiegebietes, ST-
Hebungen im 3-Kanal-EKG und postoperative CK-MB Erhöhungen bestätigt werden. 
Nach 60 minütiger Wartezeit wurden MSC bzw. DMEM gleichmäßig verteilt auf 10-20 
Einzelinjektionen von 0,05 bis 0,1 ml in den Randbereich des demarkierten 
Infarktgebietes (Dhein et al., 2006) intramyokardial injiziert. Herzrhythmusstörungen 
oder andere Komplikationen wurden dabei nicht beobachtet, nach Einlage einer 
Pleuradrainage wurde der Brustkorb schichtweise mit Adaptation der Rippen durch 
Vicryl 2.0 und Monocryl 4.0 Intrakutannaht verschlossen. Die Hautwunde wurde mit 
einem Sprühverband bedeckt und die Lunge durch Sog an der eingelegten 
Pleuradrainage entfaltet. Beim Einsetzen der Spontanathmung wurden die Tiere 
extubiert und die Saugdrainage entfernt. Postoperativ wurden alle Tiere bis zur vollen 
Mobilität überwacht und anschließend in ihre vertraute Umgebung verlegt. Die 
Enofloxacin Antibiose wurde über 3 Tage fortgeführt.  
Sakrifizierung und Probenentnahme 
Vorbereitung, Narkose und Blutentnahme wurden wie am Tag der Infarktinduktion 
durchgeführt, der Brustkorb jedoch über eine mediane Sternotomie (Dhein et al., 
2006) eröffnet. Nach Präparation des Herzens wurden die Tiere unter Steigerung der 
Isofluran Dosis eingeschläfert, die großen Gefäße bei Atemstillstand durchtrennt und 
das Herz explantiert. Nach Bestimmung von Umfang und Gewicht des blutleeren 
Herzens wurde ein 3 mm starker 2-Kammer-Schnitt in Infarkthöhe entnommen und in 
4% Formalin fixiert. Zur Durchführung der Radioligandenbindungsstudien wurden 
bindegewebsfreie Gewebsproben von 3-5 mm Durchmesser aus infarktferner freier 
Wand des linken Ventrikels (LV), Septum (S) und freier Wand des rechten Ventrikels 
(RV) entnommen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80°C eingelagert. 
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Auswertung 
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Abbildung 2.2   Schema der Auswertung 
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transthorakale Echokardiografie 
Durchführung 
In vergleichbarer Narkosetiefe wurden am Tag der Infarktinduktion und Sakrifizierung 
echokardiografische Untersuchungen mit einem Sonotron 800A Gerät und 7,5 Mhz 
Sektorschallkopf durchgeführt, auf VHS aufgezeichnet und die Standardschnitte 
ausgedruckt (Klawittra, 2005; Lück, 2003; Levine et al., 1986). Zunächst wurde in der 
langen Achse die Herzfunktion im bewegten Bild beurteilt und ein repräsentativer M-
Mode unterhalb der Mitralsegel aufgezeichnet (siehe Abbildung 2.3).  
 
Abbildung 2.3   repräsentativer Längsachsenschnitt 
 
Gemäß den Kriterien der ASE (Sahn et al., 1978) wurden darin bestimmt: 
enddiastolische Septumdicke IVSd 
enddiastolischer linksventrikulärer Diameter LVDd 
enddiastolische Hinterwanddicke LVPWd 
endsystolische Septumdicke IVSs 
endsystolischer linksventrikulärer Diameter LVDs 
endsystolische Hinterwanddicke LVPWs 
sodass EF und FS (Folland, 1979) nach folgenden Formeln berechnet werden 
konnten:  
FS = (LVDd-LVDs)/LVDd 
EF = SV/ EDV = (LVDd²-LVDs²)/LVDd²   
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Nach Kippung und Drehung des Schallkopfes um 90° ge langte man in die kurze 
Achse. Auf Papillarmuskelhöhe wurde erneut ein M-Mode angefertigt (siehe 
Abbildung 2.4). 
  
Abbildung 2.4   repräsentativer Kurzachsenschnitt 
 
Analog zur langen Achse wurden IVSd, LVDd, LVPWd, IVSs, LVDs und LVPWs 
gemessen sowie EF und FS errechnet. Die Messungen wurden wiederholt, der 
Mittelwert zur weiteren Auswertung herangezogen. Bei den Untersuchungen am 30. 
Tage nach Infarkt wurde zusätzlich das akinetische Infarktgebiet in beiden Achsen 
ausgemessen und die Wanddicke im Zentrum der Fläche bestimmt (siehe Abbildung 
2.5). Die Infarktfläche wurde als Ellipse (A= ρ(a∗b)) errechnet. 
 
Abbildung 2.5  Vermessung Infarktareal 
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Radioligandenbindungsstudien 
Rezeptortheorie 
Rezeptoren sind zelluläre Proteine die spezifische Signalmoleküle binden um 
Signale weiterzuleiten und zelluläre Reaktionen auszulösen. Als Liganden werden 
alle an den Rezeptor spezifisch bindenden Substanzen bezeichnet. 
Ligandenbindung ist eine Gleichgewichtsreaktion und kann den Rezeptor 
aktivieren, ihn jedoch auch unverändert belassen oder den inaktiven Zustand 
stabilisieren. Die Bindungsstärke des Liganden ist abhängig von dessen Affinität für 
den Rezeptor und bestimmt die Lage des Gleichgewichtes zwischen freiem Rezeptor 
und Rezeptor-Ligand-Komplex. Sie ist unabhängig von einer Rezeptoraktivierung 
und wird durch die Assoziationskonstante KA bzw. die reziproke 
Dissoziationskonstante KD, beschrieben. Je höher die Affinität eines Liganden, 
desto höher die Assoziationskonstante und niedriger die Dissoziationskonstante des 
Komplexes (Rehm. 2006). 
β-Adrenozeptoren  
β-Adrenozeptoren (β-AR) sind Membranproteine mit 7 Transmembrandomänen, 
extrazellulärer N-terminaler-, intrazellulärer C-terminaler Endkette und an die 2. bzw. 
3. intrazelluläre Schleife gekoppelten G-Protein (siehe Abbildung 2.6). Bindung eines 
aktivierenden Liganden führt zur Konformationsänderung, Lösung und Dissoziation 
des G-Proteins. Spaltung eines Gs-Proteins stimuliert die nachgeschaltete 
Adenylylzyklase, die Aktivierung eines Gi-Proteine hemmt dieses Enzym, welches 
zyklisches 3´-5´-Adenosinmonophosphat (cAMP) bildet. Als second-Messenger 
überträgt c-AMP das Rezeptorsignal ins Zytosol und phosphoryliert die Proteinkinase 
A, welche zellspezifische Enzyme reguliert. Pharmakologisch und 
molekulargenetisch lassen sich β1-, β2- und atypische β3-Rezeptoren unterscheiden, 
das relative Verhältnis der Rezeptoren variiert in den verschiedenen Geweben. Als 
Liganden sind vor allem Isoprenalin, Adrenalin und Noradrenalin von Bedeutung. 
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Abbildung 2.6   Struktur β-Adrenozeptor 
 
Im Myokard des Menschen kommen β1- und β2-Rezeptoren in einem Verhältnis von 
80/20 im Ventrikel, 70/30 im Vorhofmyokard und 50/50 im atrioventrikulären 
Überleitungssystem vor, β3-Rezeptoren fehlen (Brodde, 1991 a). Die β-
Adrenozeptoren besitzen wie auch weitere Gs-Protein gekoppelten Rezeptoren des 
Herzens nur eine geringe Rezeptorreserve (Kaumann et al. 1982; Bristow et al. 
1982; Schwinger et al. 1990; Brown et al. 1992), Veränderungen von Rezeptorzahl 
und Signaltransduktion haben damit direkte Auswirkungen auf Chronotropie und 
Inotropie. Im Ventrikelmyokard des Kaninchens kommen fast ausschließlich β1-
Rezeptoren vor. 
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Grundlagen der Radioligandenbindungsstudien 
Radioligandenbindungsstudien zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung 
membranständiger Rezeptoren beruhen auf dem Massenwirkungsgesetz. Die 
radioaktiv markierten Liganden binden spezifisch und reversibel an die Rezeptoren, 
nach einer definierten Inkubationszeit stehen Rezeptor-Ligand-Komplex und freie 
Bindungpartner im Gleichgewicht. Bei definierter Rezeptormenge ist die 
Gleichgewichtslage dabei nur von der Konzentration und Affinität des Liganden 
abhängig, die spezifische Bindung ist sättigbar. 
Bei Radioassays wird die Gleichgewichtsreaktion zu einem bestimmten Zeitpunkt 
unterbrochen, der ungebundene Radioligand durch Filtration oder Zentrifugation 
abgetrennt und die Menge des verbliebenen gebundenen Liganden bestimmt. 
Dabei wird der Ligand jedoch auch unspezifisch an Membranproteine, 
Membranlipide oder Gebrauchsmaterialien gebunden. Diese unspezifische 
Bindung ist aufgrund der praktisch unbegrenzten Zahl unspezifischer 
Bindungsstellen allerdings nicht sättigbar und nimmt linear mit der 
Ligandenkonzentration zu. 
Da unspezifische Bindung experimentell nicht zu vermeiden ist, kann die gesuchte 
spezifische Bindung nicht direkt gemessen werden. Jedoch lassen sich die 
spezifischen Bindungsstellen durch 100- bis 1000-fachen Überschuss eines 
hochaffinen, unmarkierten Kompetitors praktisch vollständig blockieren, sodass die 
unspezifische Bindung des Radioliganden bestimmt werden kann. Als Differenz der 
experimentell bestimmten unspezifischen und totalen Bindung kann nun die 
gesuchte spezifische Bindung berechnet werden (siehe Abbildung 2.7). 
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Abbildung 2.7   spezifische Bindung = Gesamtbindung - unspezifische Bindung  
28 
Zur quantitativen und qualitativen Charakterisierung der Liandenbindung kommen 
zwei Arten von Bindungsstudien zur Anwendung. Bei Sättigungsbindungsstudien 
wird eine definierte Rezeptormenge mit steigenden Konzentrationen des 
Radioliganden inkubiert. Der Sättigungsverlauf der spezifischen Bindung ermöglicht 
die Bestimmung der Rezeptorzahl (Bmax) und Dissoziationskonstante (KD). 
Kompetitions- oder Verdrängungsstudien erlauben die Charakterisierung 
verschiedener unmarkierter Liganden durch Verdrängung eines markierten 
Radioliganden mit bekannten Eigenschaften und Identifizierung von 
Rezeptorsubtypen. 
Auswertung der Radioligandenbindungsstudien  
Grundlage von Sättigungbindungsstudien ist das Massenwirkungsgesetz (MWG), 
L R LR
 
dass jedoch nur unter bestimmten Bedingungen angewandt werden kann. So 
muss die Bindung reversibel sein, darf beide Bindungspartner während der Bindung 
nicht verändern und muss diese auch unverändert aus der Bindung entlassen. Alle 
Rezeptoren müssen für die Liganden gleich zugänglich sein und besitzen nur einen 
Bindungsstatus, d.h. die Rezeptoren sind entweder frei oder gebunden. Partielle 
Bindung oder Kooperativität treten nicht auf. Auch sollten nur geringe Mengen des 
Liganden spezifisch und unspezifisch gebunden werden, sodass die Menge des 
freien Liganden annähernd konstant bleibt, d.h. Lx = L0 (Limbird, 2004; Rehm, 2006; 
Motulsky, 1996) 
Gemäß MWG erreichen Assoziation und Dissoziation des Rezeptor-Liganden-
Komplexes dabei ein Gleichgewicht,  
d L R LR d LR L R
 
d.h. Assoziationsgeschwindigkeit = Dissoziationsgeschwindigkeit. 
Die Menge an rezeptorgebundenem Liganden bleibt nun konstant, d.h. d((LR)) = 0, 
die Gleichgewichtslage ist von der Affinität des Liganden abhängig und wird durch 
die Dissoziationskonstante KD beschrieben: 
KD k 1
k 1
L f R f
LR
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Die Dissoziationskonstante KD ist definiert als die Ligandenkonzentration bei der 
50% aller Rezeptoren durch Liganden besetzt sind. Weist der Ligand eine niedrige 
Affinität zum Rezeptor auf, sind hohe Konzentrationen für die halbmaximale 
Rezeptorbindung nötig, die KD ist entsprechend hoch. Bei hoher Affinität werden 
jedoch auch bei geringerer Ligandenmenge zahlreiche Rezeptoren besetzt, die KD ist 
klein. 
Die totale Rezeptorkonzentration Rt entspricht der Summe der gebunden (RL) und 
freien Rezeptoren (R). 
Rt R RL
 
Beide Gleichungen lassen sich kombinieren und nach RL umstellen, 
RL RT L
KD L
 
nach Scatchard (1949) umformen und auftragen.  
RL
L
1
KD
RL 1
KD
RT
 
In der Literatur wird dabei die angloamerikanische Nomenklatur bevorzugt. 
o RL = B (Bound) 
o L = F (Free) 
o Rt = Bmax (maximum number of binding sites) 
B
F
1
KD
B 1
KD
Bmax
 
 
Im Scatchard Plot wird nun der spezifisch gebundene Radioligand (B) auf der X-
Achse gegen den Quotienten aus spezifisch gebundenem Liganden und freiem 
Liganden (B/F) auf der Y-Achse aufgetragen. Es besteht eine lineare Abhängigkeit, 
Bmax entspricht dem Schnittpunkt der Geraden mit der X-Achse, KD dem negativ 
reziproken Anstieg der Geraden. 
Alternativ lässt sich der spezifisch gebundene Radioligand (B) gegen den freiem 
Liganden (F) mit rectagular-hyperbolem Verlauf auftragen (siehe Abbildung 2.8). 
Strebt die Konzentration des freien Liganden (F) gegen unendlich, so nähert sich die 
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Menge des spezifisch gebundenen Liganden (B) der maximalen Bindungskapazität 
(Bmax) bzw. Gesamtrezeptorzahl asymptotisch. KD und Bmax können durch nicht-
lineare Regression errechnet werden (Motulski, 1996).  
Die Darstellung im Scatchard Plot erleichert die Visualisierung von KD und Bmax, 
computergestützte nicht-lineare Regressionsanalyen erhöhen jedoch Genauigkeit 
und reduzieren Verzerrungen durch experimentelle Fehler (Bürgisser, 1984).  
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Abbildung 2.8   nichtlineare Regression, Scatchard Plot 
β-Adrenozeptorbestimmung durch Radioligandenbindungsstudien 
Erste Radioligandenbindungsstudien wurden 1974 von Lefkowitz et al. mit (-) [3H]-
Dihydroalprenolol ([3H]-DHA), Atlas et al. mit (+) [3H]-Propranolol ([3H]-PRO) und 
Aurbach mit (-) [125I]-Iodohydroxybenzylpindolol (125I-HYP) publiziert. 1981 etablierten 
Engel et al. (-) [125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) als zuverlässigen Radioliganden für β-
Adrenozeptor Bindungsstudien. 
Durchführung 
Zur Bestimmung der β-Adrenozeptoren an isolierten Membranen wurden 
Bindungsstudien mit dem Radioliganden (-) [125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) in 
Anlehnung an die von Abraham et al. (2003) und Brodde et al. (1995) beschriebene 
Methode durchgeführt. Da β2-Rezeptoren im Ventrikelmyokard des White New 
Zealand Rabbits (WNZ) kaum vorkommen (Dhein et al., 2006) entsprechen die 
Änderungen der Gesamtrezeptorzahl praktisch denen der β1-Adrenozeptoren, 
sodass auf eine Differenzierung in β1- und β2-Subtypen und Analysen der 
nachgeschalteten Signaltransduktion verzichtet werden konnte. 
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Radioligand 
 
125 
 
Abbildung 2.9   chemische Struktur [125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) 
 
(-) [125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) (siehe Abbildung 2.9) ist ein unselektiver β-
Adrenozeptorligand mit einer Halbwertszeit von 60,2 Tagen und einer spezifischen 
Aktivität von 2200 Ci/mmol, der als Partialagonist biologisch aktiv ist und unter 
Versuchsbedingungen nicht metabolisiert wird. Die hohe Affinität erlaubt es in 
niedriger Ligandenkonzentration zu arbeiten, wodurch die unspezifische Bindung 
vermindert wird. Die hohe spezifische Aktivität ermöglicht auch bei niedrigen 
Rezeptordichten die Verwendung geringer Probenmengen (Brodde et al., 1981; 
Motulski und Insel, 1982). Zudem besitzt ICYP eine niedrige Dissoziationsrate, 
sodass der ungebundene Ligand mit herkömmlichen Methoden abgetrennt werden 
kann (Williams und Lefkowitz, 1978). Aufgrund der geringern Halbwertszeit des 
Isotops 125I wurden alle Radioassays innerhalb von 30 Tagen nach 
Syntheseabschluss (Perkin Elmer, 2002) durchgeführt. 
Probenvorbereitung 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Adrenozeptordichte im Ventrikelgewebe 
bestimmt. Nach Herstellung einer homogenen Membranfraktion und Verdünnung 
wurden die Bindungsstudien bei einer Standardkonzentration von 0,133 mg 
Protein/ml durchgeführt. (Nette, 2006; Makino et al., 2003). 
Zunächst wurden die bei -80° C gelagerten Gewebspro ben in 10 ml 1mM KHCO3 
aufgetaut, von Bindegewebsresten befreit und auf Eis mit Hilfe einer Schere 
zerkleinert. Anschließend wurde das Gewebe durch einen Ultra-Turrax bei 25000 
U/min und 18000 U/min mit einminütiger Pause je 45 Sekunden homogenisiert und 
die erhaltene Suspension zentrifugiert (4° C, 700 g , 15 min). Der Überstand wurde 
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durch vierlagigen Mull filtriert, wiederholt ultrazentrifugiert (2 x 20 min bei 50000 g 
und 4° C) das Pellet dabei zwischenzeitlich in 5 ml  Inkubationspuffer (10 mmol/l Tris-
HCl, 154 mmol/l NaCl, 0,55 mmol/l Ascorbinsäure) resuspendiert. Nach Lösung des 
finalen Sedimentes in 4 ml Inkubationspuffer und Ultraschall-Homogenisierung wurde 
1 ml der Probe zur Bestimmung der Proteinkonzentration entnommen, das 
verbliebene Homogenisat schockgefroren und zunächst bei -80° C eingelagert.  
Proteinbestimmung  
Der Proteingehalt der Proben wurde nach der von Lowry beschriebenen Methode 
(1951) bestimmt. Diese basiert auf der Bildung eines blau-violetten, biuretähnlichen 
Komplexes zwischen Peptidbindungen und Kupfer(II)-Ionen in alkalischer Lösung, 
der in einem zweiten Schritt eine gelbe Folin-Ciocalteu Reagenz (Molybdän- und 
Wolfram-Heteropolysäuren) reduziert. Es resultiert eine intensive Blaufärbung, die 
eine exakte photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration erlaubt. 
Zunächst wurden aus Rinderalbumin Eichlösungen in Konzentrationen von 0,5 bis 2 
mg/ml hergestellt. Anschließend wurde jeweils 1 ml der Eichlösungen bzw. 
Probensuspensionen mit 75 µl Lowrys Lösung versetzt und für 10 Minuten inkubiert. 
Nach Zugabe von 37,5 µl Folin und erneuter Inkubation über 40 Minuten konnte 
schließlich die Lichtabsorption der Lösungen bei 660 nm photometrisch bestimmt 
werden. Die definierten Albuminlösungen ermöglichten die Erstellung von Eichkurven 
zur Errechnung des Proteingehaltes der Probenlösungen, sodass die bereits 
tiefgefrorenen Probenhomogenisate später auf standardisierte 0,133 mg Protein/ml 
verdünnt werden konnten. 
Bindungsstudien  
Zur Bestimmung der ß-Adrenozeptordichte wurden Sättigungbindungsstudien mit 
[125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) durchgeführt (Nette, 2006; Makino et al., 2003). 
Dabei wurden totale und unspezifische Bindung bei 6 verschiedenen ICYP-
Konzentrationen experimentell bestimmt und die gesuchte spezifische Bindung als 
Differenz errechnet: spezifische Bindung (SB) = Gesamtbindung (TB) - unspezifische 
Bindung (UB). Alle Bestimmungen wurden standardisiert mit einer 
Proteinkonzentration von 0,133 mg/ml durchgeführt, durch doppelten Ansatz jeder 
Messreihe und Verwendung des Mittelwertes wurden Fehler minimiert. Als markierter 
Ligand fand (-) [125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) Anwendung, zur Bestimmung der 
unspezifischen Bindung wurde der unselektive Beta-Rezeptorenblocker CGP-12177 
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zugegeben, welcher den Radioliganden ICYP aus seiner spezifischen, jedoch nicht  
der unspezifischen Bindung verdrängt.  
Zunächst wurden die tiefgefrorenen Probenlösungen auf Eis aufgetaut und mit 
Inkubationspuffer (10 mmol/l Tris-HCl, 154 mmol/l NaCl, 0,55 mmol/l Ascorbinsäure, 
pH 7,2 bei 25°C) auf 0,133 mg Protein/ml verdünnt. In Abhängigkeit der am Vortag 
bestimmten spezifischen Aktivität des Radioliganden wurden 20 bis 50 µl (-) [125I]-
Iodocyanopindolol (ICYP) in 4,5 ml Inkubationspuffer übertragen und 6 
Verdünnungsstufen zwischen 5 und 200 pmol/l angefertigt (siehe Abbildung 2.10). 
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Abbildung 2.10   Herstellung ICYP Ligandenverdünnungen 1-6 
 
Für jede Sättigungsstudie wurden 2 x 12 Inkubationsröhrchen zur Bestimmung der 
Gesamtbildung (TB) und unspezifischen Bindung (UB) beschriftet und auf Eis 
bereitgestellt. Anschließend wurden Inkubationsansätze mit einem Gesamtvolumen 
von 250 µl und folgender Zusammensetzung hergestellt. (siehe Abbildung 2.11, je  
2 x 6 Ansätze für spezifische Bindung und 2 x 6 Ansätze für unspezifische Bindung) 
Einzelansatz Gesamtbindung (TB): 
o 50 µl der ICYP-Ligandenverdünnungen 1-6 (5 bis 200 pmol)  
o 50 µl Inkubationspuffer  
o 150 µl der Membransuspension (Proteingehalt 0,133 mg/ml) 
Einzelansatz unspezifische Bindung (UB): 
o 50 µl der ICYP-Ligandenverdünnungen 1-6 (5 bis 200 pmol)  
o 50 µl einer 1µM CGP-12177 - Inkubationspuffer Lösung  
o 150 µl der Membransuspension (Proteingehalt 0,133 mg/ml) 
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Abbildung 2.11   Ansatzschema für einzelne Gewebeprobe 
 
Die fertigen Inkubationsansätze wurden im Schüttelwasserbad bei 37° C inkubiert, 
wobei die Einstellung die Ligandenbindung nach 60 Minuten ein Gleichgewicht 
erreicht (Abraham, 2001).  
Die Reaktion wurde nach 90-minütiger Inkubation durch Überführung der 
Reaktionsansätze auf Eis und Verdünnung mit 8 ml eiskaltem Waschpuffer (10mM 
Tris HCl, 154 mM NaCl; pH 7,4) gestoppt, die Ansätze durch feuchte Glasfaserfilter 
vakuumfiltriert und mit 8 ml Inkubationspuffer gespült. Die Filter wurden nach 
Trockensaugen mit einer Pinzette in Counter-Röhrchen übertragen und die Aktivität 
des im Filter verbliebenen, an Membranbestandteile gebundenen Radioliganden im 
Gamma Counter gemessen. Zur Umrechnung der Aktivität in ICYP-Konzentrationen 
wurden pro Badge jeweils 2 x 50 µl der ICYP Lösungen direkt auf Whatmann-Filter 
aufgetragen und die entsprechende Aktivität gemessen. Entsprechend der 
gemessenen Aktivität (Ziel 150000-200000 cpm bei höchster Konzentration) wurde 
auch die benötigte ICYP-Menge des Folgetages (20 bis 50 µl auf 4,5 ml 
Inkubationspuffer) festgelegt.  
Auswertung 
Gemessen wurde die in cpm (counts per minute) angegebene Aktivität der Filter über 
einen Zeitraum von 30 Sekunden, wobei die Zählausbeute des Systems 80% betrug. 
Die gemessenen Zerfälle (cpm) konnten in ICYP-Konzentrationen für den freien, 
ungebundenen Liganden (F, pmol/l) und gebundenen Liganden (B, fmol/Ansatz) 
umgerechnet werden. Als unspezifische Bindung wurde die Bindung der Ansätze mit 
CGP-12177 definiert, die spezifische Bindung ergab sich als Differenz der 
Messergebnisse von Gesamtspindung und unspezifischer Bindung. 
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Die Daten konnten nun wie bereits zuvor beschrieben nach Scatchard ausgewertet 
und aufgetragen werden. Zur Erhöhung der Genauigkeit und Reduktion von 
Verzerrungen durch experimentelle Fehler wurde die praktische Auswertung jedoch 
durch nicht-lineare Regressionanalyen unter Verwendung des Computerprogrammes 
Graphpad Prism Version 2.01 und 5.0 (Graph Pad Software, San Diego; USA) 
durchgeführt. Aus experimentell bei spezifischen ICYP-Konzentrationen gemessener 
unspezifischer Bindung und Gesamtbindung bzw. der errechneten spezifischen 
Bindung wird dabei durch das Programm eine rectangular-hyperbole Funktion der 
Bindungkinetik generiert,  
y Bmax x
KD x
 
wobei sich die Rezeptorbindung bei unendlicher Ligandenkonzentration dem 
Grenzwert Bmax annähert und die KD bei halbmaximaler Bindung errechnet werden 
kann. Das Bindungsverhalten wurde in der vorliegenden Arbeit auch grafisch nicht-
linear dargestellt, Bmax und Dissoziationskonstante KD wurden in fmol/mg Protein 
bzw. pM angegeben. 
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Noradrenalinbestimmung durch HPLC 
Flüssigkeitschromatografie und HPLC 
Das Prinzip der Flüssigkeitschromatografie besteht in der Auftrennung eines 
Stoffgemisches durch die unterschiedliche Verteilung seiner Einzelbestandteile in 
einer stationären und einer mobilen Phase. Je weniger affin eine Probensubstanz zur 
stationären Phase, bzw. je löslicher sie in der mobilen Phase ist, desto weniger 
wird sie an die stationäre Phase gebunden und desto schneller durchläuft sie die 
Trennsäule. In der klassischen Säulenchromatografie werden Säulen von 0,5-3 m 
Länge und einem Durchmesser von 0,5-5 cm verwendet, die mit 100-300 µm großen 
Partikeln gefüllt sind und schwerkraftgetrieben von der mobilen Phase durchströmt 
werden. Die Trennleistung steigt mit abnehmender Partikelgröße und zunehmender 
Packungsdichte, bei Anstieg des Strömungswiderstandes nimmt die 
Fliessgeschwindigkeit jedoch ab. Bei der HPLC (High Performance- oder High 
Pressure Liquid Chromatography) wird die mobile Phase daher mit hohem Druck 
(100-200 bar) durch stahlummantelte Säulen mit 3-10 µm kleinen Kieselgelpartikeln 
gepresst, sodass trotz hoher Packungsdichte ein ausreichender Fluss und damit eine 
scharfe und schnelle Trennung möglich sind (Sandie, 1996).  
Prinzipien der Auftrennung  
In der Verteilungs-Chromatografie als wichtigster Form der Chromatografie liegen 
beide Phasen in flüssiger Form vor, wobei die stationäre Phase physikalisch oder 
chemisch an ein Trägermaterial gebunden ist. Beide Phasen sind verschieden polar, 
die Trennung beruht auf der unterschiedlichen Löslichkeit der Probensubstanzen in 
beiden Phasen. In der Normalphasen-HPLC wird dabei eine stark polare stationäre 
Phase (physikalisch gebundenes Wasser oder Triethylenglycol bzw. chemisch 
gebundene Diol-, Cyano-, Amino- gruppen) von einer weniger polaren mobilen 
Phase (Hexan oder iso-Propylether) durchströmt. In der geläufigeren und auch in der 
vorliegenden Arbeit angewandten Reversed-Phase-HPLC (RPLC) wird hingegen 
eine stark polare mobile Phase (wässrige Gemische von MeOH oder CH3Cn) mit 
einer unpolaren stationären Phase (Octyl, Octadecyl, Phenylgruppen modifizierte 
Kieselgelpartikel) kombiniert. In der Affinitätschromatografie können Stoffe durch 
ihre spezifischen Wechselwirkungen mit matrixgebundenen Antigenen, Antikörpern 
oder Enzymen getrennt werden, eine Trennung nach Molekülgröße ist durch 
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Größenausschlusschromatografie möglich. Weitere Formen der Chromatografie 
sind Ionenaustauschchromatografie, Ionenpaarbildungschromatografie und 
Adsorptionschromatografie.  
Aufbau eines HPLC Systems 
Ein einfaches HPLC-System besteht aus dem Elutionsmittel, einen Pumpensystem, 
dem Probeneinlasssystem, einer Trennsäule und einem Detektor (siehe Abbildung 
2.12).  
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Abbildung 2.12   Schematischer Aufbau eines HPLC Systems 
 
Die Trennsäulen der HPLC bestehen aus 5-30 cm langen Stahlröhren, die mit 5-25 
µm großen Partikeln aus Kieselgel oder Aluminumoxid gefüllt sind, das kugelförmig, 
gebrochen oder an keramische Mikropartikel gebunden sein kann. Zum Schutz der 
Trennsäule oder für Vortrennungen können zusätzlich einfachere, kürzere Vorsäulen 
vorgeschaltet werden. 
Mobile Phase oder Elutionsmittel werden entsprechend dem Trennverfahren nach 
ihren physikochemischen Eigenschaften ausgewählt. Sie müssen ausreichende 
Reinheit besitzen, dürfen am Detektor kein Störsignal verursachen und sollten 
niedrige Viskositäten aufweisen um die Trennsäulen leicht zu durchströmen. In der 
Verteilungschromatografie werden die Elutionsmittel dabei gemäß ihrer Polarität bzw. 
Lipophilie in einer eluotropen Reihe angeordnet. Verwendet man dabei während der 
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gesamten Chromatografie eine mobile Phase von gleicher Zusammensetzung spricht 
man von isokratischer Elution, wobei nur eine Pumpe ohne Gradientenmischer 
nötig ist. Diese einfachen und wenig störanfälligen Systeme weisen für schwer 
eluentenlösliche Substanzen jedoch lange Laufzeiten und eine entsprechend geringe 
Trenngenauigkeit auf. Dies wird bei Gradientenelution vermieden, bei welcher die 
Zusammensetzung der mobilen Phase während der Chromatografie stufenweise 
oder stufenlos verändern werden kann.  
Als Pumpen werden meist Kurzhubpumpen verwendet um Flussgeschwindigkeiten 
von 0,1-10 ml/min und Drücke bis 400 bar zu erreichen. Pulsierende Strömungen 
sollten vermieden werden, da diese an Detektoren Signalschwankungen erzeugen 
können. 
Der Dosierschleife besteht aus einer parallel geschalteten Metallkapillare, in die 
Probenvolumina von 5 bis 500 µl gesaugt werden. Nach Umschaltung im 
Ventilsystem wird der Eluentenstrom durch diese Probenschleife geleitet, nimmt so 
die Probe auf und transportiert sie zur Trennsäule. Die Umschaltung sollte dabei 
möglichst rasch erfolgen um den Druck im System konstant zu halten.  
Zur Analyse des Eluates stehen verschiedene Methoden zur Verfügung. 
Photometrische Detektoren messen die Lichtabsorption des Eluates im ultravioletten 
(UV-Detektor) oder sichtbaren (Vis-Detektor) Spektralbereich. 
Fluoreszenzdetektoren messen eine Lichtemission anstelle einer Lichtabsorption 
und zeichnen sich durch eine höhere Sensitivität und Spezifität aus, da nur wenige 
Substanzen zur Fluoreszenz angeregt werden können. Brechungsindex (RI) -
Detektoren registrieren alle Verbindungen, die den Brechungsindex der mobilen 
Phase verändern und sind daher universelle Detektoren. Am verbreitetsten sind die 
elektroanalytischen Detektoren, wobei 3 verschiedene Typen unterschieden 
werden können. Einfache Leitfähigkeitsdetektoren können bei ionischen Analyten 
die proportional zur Ionenkonzentration stehende Leitfähigkeit des Eluates 
bestimmen. Elektrochemisch aktive Analyten können mit elektrochemischen 
Detektoren analysiert werden, welche durch Oxidation oder Reduktion der Moleküle 
einen Stromfluss erzeugen. Bei Katecholaminen werden dabei 2 Elektronen aus den 
ringständigen Hydoxylgruppen abgespalten, wobei diese zu den entsprechenden O-
Benzo-Chinonen oxidiert werden. Die gelösten Elektronen erzeugen einen 
Stromfluss der von der Elektrode gemessen wird. Coulorimetrische Detektoren 
oxidieren dabei mit konstantem Arbeitspotential alle elektroaktiven Moleküle während 
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amperometrischen Detektoren weniger als 10% der Moleküle umsetzen und 
entsprechend geringere Ströme erzeugen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein 
konventioneller amperomerischer Detektor verwendet, der aus einer 
Arbeitselektrode, eine Referenzelektrode und einer Gegenelektrode besteht 
(Hjemdahl, 1884a; Elworthy und Hitchcock, 1986). An der Arbeitselektrode findet 
dabei die elektrochemische Reaktion bzw. Elektronenabgabe statt, während die 
Referenzelektrode eine stabile und reproduzierbare Spannung liefert, auf die das 
Arbeitselektrodenpotential bezogen werden kann. Die Gegenelektrode leitet 
schließlich den aus der elektrochemischen Reaktion entstandenen Strom ab und hält 
das Potential der Referenzelektrode stabil (Sandie, 1996). 
chromatografische Kenngrössen 
Gemäß ihrer Aufenthaltszeit in oder an der stationären Phase werden die einzelnen 
Substanzen unterschiedlich verzögert, getrennt und als einzelne Peaks im 
Chromatogramm sichtbar. Als Bruttoretentionszeit versteht man die Zeit zwischen 
Probeninjektion und Erscheinen des Peakmaximums im Chromatogramm. Die 
Totzeit t0 entspricht der Zeit zwischen Probeninjektion und erscheinen des Peaks 
einer Inert-Substanz welche keinerlei Wechselwirkung mit der stationären Phase 
eingeht. Die Totzeit sollte im Versuch möglichst klein gehalten werden, da 
verlängerte Verweildauern des Eluates im System zu Diffusion und 
Rückvermischung der bereits getrennten Substanzen und somit unschärferen, 
flacheren Peaks führen. 
Die Nettoretentionszeit tR' bezeichnet die Differenz zwischen Bruttoretentionszeit 
tR und Totzeit und entspricht der Verweildauer der Probesubstanz in der stationären 
Phase. Die Lage des Peaks einer Probesubstanz auf dem Chromatogramm wird 
durch das Kapazitätsverhältnis k' beschrieben. Es ist abhängig von der Art der 
stationären Phase, der mobilen Phase, der Temperatur und zahlreichen weiteren 
Faktoren. Durch Vergleich des Kapazitätsverhältnisses einer Probensubstanz mit 
einer Standardsubstanz lässt sich die relative Retention a, auch Trennfaktor 
genannt, bestimmen. Sie ist unabhängig von den Säulenparametern und der 
Durchflußgeschwindigkeit, wird aber von den Eigenschaften der mobilen und 
stationären Phase, der Temperatur und Verunreinigungen (z.B. Wassergehalt) 
beeinflusst. Durch Kenntnis der relativen Retention lassen sich die einzelnen 
Probensubstanzen im Chromatogramm (siehe Abbildung 2.13) identifizien (Sandie, 
1996). 
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Abbildung 2.13  Komponenten eines Chromatogramms 
 
Idealerweise weisen chromatografische Peaks die Form einer Gauß’schen 
Glockenkurve auf, in der Praxis weichen die Peaks jedoch häufig von der Idealform 
ab und erscheinen mehr oder weniger asymmetrisch. Eine Peakasymmetrie mit 
steilerem Peakanstieg als Peakabfall wird als Tailing bezeichnet, Fronting 
beschreibt einen weniger steilen Anstieg. Als Maß für die Peaksymmetrie wird der 
Tailingfaktor bestimmt, wobei das Lot vom Peakmaximum gefällt, die Abstände zu 
Peakfront (a) bzw. Peakende (b) in 5% bzw. 10% der Peakhöhe ermittelt und die 
Quotienten der beiden Messwerte gebildet werden. Bei Werten kleiner 1 liegt 
Fronting vor, bei Werten größer 1 Peaktailing (siehe Abbildung 2.14). Mit Hilfe der 
Peakbreiten (Peak-Halbwertsbreite w ½, Basispeakbreite w)  werden Kenngrößen 
wie Auflösung und Bodenzahl bestimmt, Peakhöhe h und Peakfläche A 
ermöglichen die Quantifizierung von Substanzen. 
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Abbildung 2.14   Peaksymmetrie 
 
Kalibration und Standards 
Eine Quantifizierung der Probensubstanzen wird durch die Chromatografie von 
Kalibrierstandards und Vergleich der Chromatografiepeaks möglich. Dabei werden 
externe Standards, die vor oder nach der Probe analysiert werden, von internen 
Standards, die der Probe direkt zugegeben werden, unterschieden. Ein Vergleich 
der Peakflächen ermöglicht die Quantifizierung des Analyten. 
C ref
A ref
C probe
A probe
  bzw.   
C probe C ref A probe
A ref
 
Da Störfaktoren und Verluste in der Aufbereitung internen Standard und Analyt 
gleichsinnig beeinflussen werden Fehler minimiert (Sandie, 1996). 
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Probenvorbereitung 
Da die direkte Chromatografie komplexer Substanzgemische wie Urin und Serum zu 
Verunreinigungen der Säulen, Störsignalen und Überlagerungen führt, werden die 
gesuchten Substanzen meist vor Auftrennung isoliert. Für die extraktive 
Probenaufbereitung zur Katecholaminbestimmung sind verschiedene Adsorbentien 
wie Phenylboronsäure (PBA) modifizierte SPE-Materialien (Huang et al., 1988; 
Pastoris et. al., 1995; Kubo et al., 1994), Ionenaustauscher (Sarzanini et al., 1994; 
Chan und Siu, 1988) und Aluminiumoxid (Anton und Sayre, 1962; Hjemdahl, 1988; 
Goldstein, 1983) beschrieben. Einzelne Publikationen (Nohta et al., 1997; Chan et 
al., 2000) beschreiben zwar Methoden für die Katecholaminbestimmung ohne 
extraktive Probenaufbereitung, doch machen diese von unterschiedlichen Vorsäule-
Derivatisierungen Gebrauch.  
Durchführung 
    
 
Abbildung 2.15   chemische Struktur Noradrenalin und Adrenalin 
 
In dieser Arbeit wurden die plasmatischen Katecholamine (siehe Abbildung 2.15) 
unter Verwendung des Chromsystems „Reagenzienkit für die HPLC-Analytik der 
Katecholamine im Plasma“ nach Anleitung des Herstellers (Chromsystems, 
München) bestimmt. Die Katecholamine wurden dabei durch selektive Adsorption an 
Aluminiumoxid isoliert und mit Perchlorsäure eluiert, die chromatografische 
Auftrennung erfolgte durch RP-HPLC an einer C18-Säule nach Goldstein (1984). 
Adrenalin und Noradrenalin wurden elektrochemisch nach der Methode von 
Hjiemdahl (1984) und Bauersfeld (1986) bestimmt. Die Methode wurde in unserem 
Labor bereits 2001 durch Nette und Dhein etabliert (Nette et al., 2005). 
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Katecholaminextraktion  
Zunächst wurden 500 µl Extraktionspuffer (Chromsystems, München) in die 
Probenvorbereitungskartuschen (Sample Clean Up Columns) gegeben und das darin 
befindliche Aluminiumoxid kurz aufgeschüttelt. Anschließend wurden 1 ml Plasma 
plus 50 µl interner Standard (entspricht 600 pg Dihydroxybenzamin = DHBA) 
aufgegeben und die Kartusche für 10 Minuten über Kopf geschüttelt um eine 
Adsorption der Katecholamine an das Aluminiumoxid zu ermöglichen. Nach 
Abnahme des unteren Verschlussstopfens wurde die Kartusche bei 2100 g für 2 
Minuten abzentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die Kartusche wurde 
verschlossen, die Probe mit 1 ml Waschpuffer erneut aufgeschüttelt und bei 2100 g 
für 2 Minuten zentrifugiert. Das mitgelieferte Probengefäß wurde an der Kartusche 
angebracht und 120 µl Elutionspuffer zugegeben. Nach kurzem Aufschütteln ruhte 
die Probe für 2 mal 5 Minuten bevor die Kartusche mit montiertem Probengefäß für 2 
Minuten bei 1400 U/min zentrifugiert wurde. Das Eluat wurde aufgefangen und 
durchmischt, jeweils 120 µl wurden in Autosampler-Gefäße übertragen und den 
Autosampler sortiert. Vor und nach der Probenreihe wurden 120 µl des 
Kalibrationsstandards (Chromsystems, München) einsortiert.  
Chromatografie 
Zur Herstellung stabiler Fluss und Messbedingungen wurde die Säule zunächst für 
60 Minuten gespült und der elektrochemische Detektor äquilibriert, bevor jeweils 40 
µl von Probe bzw. des externen Kalibrationsstandard aufgetrennt wurden. Unter 
Kontrolle des Steuerprogrammes Chromeleon (Dionex, Idstein) saugte der 
Autosampler dabei im Abstand von 25 Minuten 40 µl der Eluate in die Probenschleife 
und transportierte diese zur Trennsäule. Ein serielles Doppelkolben-Pumpensystem 
mit elektronischer Kompressionskompensation erzeugte präzise und pulsationsfreie 
Flüsse mit einer Flussrate von 1 ml/min bei 160 mm Hg. Die Trennung erfolgte an 
der RP-18 Säule mit Hilfe der mobilen Phase 5001 des Chromsystems Kits. Das 
aufgetrennte Eluat wurde durch einen elektrochemischen Detektor mit 
elektrochemischer Flusszelle analysiert. Das Arbeitspotential betrug 550 mV, der 
Filter war auf 2 Sekunden eingestellt, die Range betrug 20 nA. Die Messungen 
waren nach 15 Minuten abgeschlossen, die Säule wurde vor Beginn der nächsten 
Messung jeweils 10 Minuten gespült. Analysiert wurden jeweils Serien von 10 
Proben, vor und nach jeden Messserie wurden 40µl des Kalibrationsstandards 
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gemessen um die Konstanz der Kalibrierung und Retentionszeiten zu überprüfen. 
Abschließend wurde die Säule für 60 Minuten gespült um Probenrückstände 
vollständig zu entfernen (repräsentatives Chromatogramm siehe Abbildung 2.16). 
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Abbildung 2.16   repräsentatives Chromatogramm 
Auswertung  
Die Auswertung der Chromatografie erfolgte mit Hilfe des Programmes Chromeleon 
durch Vergleich der Peakflächen von Noradrenalin und internen Standard. 
NA pg ml Peakfläche NA Probe Peakfläche IS Standard
Peakfläche NA Standard Peakfläche IS Probe 600
 
Die chromatografischen Kenngrössen des verwendeten Systemes wurden durch 
doppelte Chromatografie eines Kalibrationsstandards (Noradrenalin 5000 pg/ml, 
Adrenalin 2500 pg/ml, Dopamin 2500 pg/ml, interner Standard (DHBA) 5000 pg/ml; 
Chromsystems, München) bestimmt. Bei einer Flussrate von 1 ml/min ergaben sich 
Retentionszeiten von 6 Minuten für Noradrenalin, 7 Minuten für Adrenalin, 16 
Minuten für Dopamin und 10,5 Minuten für den internen Standard. Das verwendete 
System mit elektrochemischem Detektor erlaubt die Bestimmung von Noradrenalin, 
Adrenalin und Dopamin im Konzentrationsbereich von 10,0 bis 10 000 pg/ml. Die 
absoluten Wiederfindungsraten konnten durch Zugabe definierter Mengen NA, A, 
Dopamin und internen Standards bestimmt werden und betrugen 72% für 
Noradrenalin, 70% für Adrenalin, 68% für Dopamin und 73% für den internen 
Standard. Bei Bezug auf die absolute Wiederfindungsrate des internen Standards 
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ergaben sich Werte von 99% für Noradrenalin, 96 % für Adrenalin, und 93% für 
Dopamin. 
Immunhistochemie 
Konventionelle histologische Färbungen basieren auf der physikochemischen  
Farbstoffbindung an verschiedene Gewebsstrukturen. Dabei binden basische und 
saure Farbstoffe unspezifisch an gegensätzlich geladene Gruppen der histologischen 
Strukturen, die gemäß ihrer Farbstoffbindung als baso- oder azidophil bezeichnet 
werden. 
Im Gegensatz dazu beruhen immunhistochemische Untersuchungen auf der 
spezifischen Bindung eines Antikörpers an ein definiertes Antigen und Kopplung von 
Farbstoffen oder Fluorochromen an den gebundenen Antikörper. Bei der direkten 
Immunhistochemie ist der Antikörper bereits an einen fluoreszierenden Farbstoff, 
Biotin oder an ein Enzym gekoppelt, während bei der indirekten Immunhistochemie 
das Gewebsantigen zunächst durch einen unmarkierten spezifischen 
Primärantikörper gebunden wird, bevor mehrere farbstoffmarkierte, enzymmarkierte 
oder biotinylierte Sekundärantikörper an das Fc-Fragment des Primärantikörpers 
binden. Enzymmarkierte Antikörper setzen in einem weiteren Schritt verschiedene 
Chromogene zum farbigen Endprodukt um. Die häufig verwendete Horseradish 
Peroxidase kann aus Wasserstoffperoxid Protonen freisetzen und Chromogene wie 
DAB (3,3'-Diaminobenzidin), CN (4-Chlor-1-Naphthol), Luminol, und AEC (3-Amino-
9-Ethylcarbazol) zum farbigen Endprodukt oxidieren. 
c-Kit 
C-Kit Rezeptor Kit-Ligand
Dimerisierung
Autophosphorylierung
Aktivierung Src-Kinasen, 
JAK, IP3 Kinasen
  
Abbildung 2.17   Struktur c-Kit 
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Der c-Kit Rezeptor (CD-117) ist ein klassischer Wachstumsfaktorrezeptor mit 
transmembranöser Tyrosinkinase der den Kit-Liganden bzw. 
Mastzellwachstumsfaktor spezifisch bindet (Edling et al., 2007, siehe Abildung 2.17). 
Der Rezeptor wird von hämatopoetischen Stammzellen, endothelialen 
Progenitorzellen, Keimzellen, intestinalen Schrittmacherzellen, Mastzellen, 
Melanozyten (Yarden et al., 1987; Turner et al., 1992; Natali et al., 1992; Ishikawa et 
al., 1997) sowie kardialen Stammzellen exprimiert (Beltrami et al., 2003) und steuert 
Proliferation, Differenzierung und Apoptose dieser Zellen. Auf 
knochenmarksstämmigen mesenchymalen Stammzellen und ausdifferenzierten 
hämatopoetischen, endothelialen und kardialen Zellen wird der Rezeptor nicht 
exprimiert (Messner, 1995; Munugalavadla et al., 2005).  
Durchführung 
Gewebeproben 
Nach Entnahme des Herzens wurde ein ca. 5 mm dicker 2-Kammer-Schnitt in 
Infarkthöhe in Formalin fixiert, binnen einer Woche in Alkohol übertragen und später 
in Paraffin eingebettet. Es wurden 3-5 µm dicke Schnitte angefertigt, auf 
Superfrost™Objektträger aufgetragen und immunhistochemisch bzw. mit 
Hämatoxylin-Eosin nach Standardprotokollen (Burck, 1988) gefärbt. Die 
Infarktausdehnung wurde im HE Schnitt bestimmt und auf die benachbarten 
immunhistochemischen Schnitte übertragen.  
Entparaffinierung und Gewebevorbehandlung 
Zur vollständigen Entfernung des Einbettmediums wurden die Schnitte 3 mal 10 
Minuten in Xylol gebadet, durchliefen eine absteigende Alkoholreihe (100%, 96% und 
70%) um schließlich in TBS Puffer gewaschen zu werden. Durch 
Formaldehydfixierung verursachte Aldehydvernetzungen mit sterischen 
Veränderungen der Antigene wurden durch 15 minütiges Kochen der Proben in 
Citratpuffer (pH 6,0, Mikrowelle bei 700 Watt) gelöst (Lang, 2006), bevor die Proben 
nach 45 minütigem Abkühlen für 10 Minuten in TBS gewaschen wurden und 
immunhistochemisch gefärbt werden konnten. 
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immunhistochemische Färbung 
Zur Minimierung der unspezifischen Antikörperbindung wurden die Schnitte zunächst 
mit 2%igem bovinen Serumalbumin für 60 Minuten inkubiert und dreifach in TBS 
Puffer gewaschen. Danach wurden die Schnitte mit 100 µl des 1:50 in 0,01% Tween-
20 TTBS verdünnten Primärantikörpers überschichtet und 12 Stunden bei 4° C in 
einer feuchten Kammer inkubiert, wobei zusätzlich Färbekammern das Austrocknen 
verhinderten. Der Objektträger wurde anschließend 3 mal 5 Minuten mit Waschpuffer 
gespült und nach vorsichtigem Abtupfen des Waschpuffers mit 100 µl des 
Sekundärantikörpers (Verdünnung von 1:200) bedeckt. Die Proben wurden für 60 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nach erneuten Waschschritten mit einem 
Tropfen AEC-Chromogen (3-amino-9-ethylcabazol) 30 Minuten lang gefärbt, 
gewaschen und mit Kanadabalsam eingedeckelt. 
Auswertung der histologischen Schnitte 
Zunächst wurden die ungefärbten und HE-gefärbten Schnitte auf Dil-markierte 
injizierte Stammzellen im Infarktrand durchsucht, ohne dass diese dargestellt werden 
konnten. Anschließend wurde die Lage und Ausdehnung der Infarktnarbe im HE 
Schnitt bestimmt und die Grenzen auf die immunhistochemischen Schnitte 
übertragen. Im Anschluss wurden die c-Kit positiven Zellen getrennt für Infarktbereich 
und gesundes Gewebe in 20 Gesichtfeldern und jeweils 2 Schnitten bei 400-facher 
Vergrößerung ausgezählt. Eine typische c-Kit positive Zelle (siehe Abbildung 2.18) 
zeigte dabei eine leichte zytoplasmatische Trübung sowie sphärische 
Farbstoffablagerungen im Bereich der Zellmembran. Als Positivkontrolle diente ein 
nach dem gleichen Protokoll gefärbter frischer Knochenmarksausstrich, 
Negativkontrollen wurden durch Austausch des Primärantikörpers gegen 
Waschpuffer erstellt. Die durch Adhärenz isolierten und zur Injektion vorbereiteten 
Zellen waren bei Kontrolle praktisch vollständig c-Kit negativ. 
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Abbildung 2.18  c-Kit positive Beispielzelle 
 
statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte durch SYSTAT 8.0 (Systat, San Jose, CA, USA) 
und SIGMASTAT 3.5 (Sigmastat, San Jose, CA, USA) als 1 way ANOVA; 2 way 
ANOVA; 2 way ANOVA mit wiederholten Messungen und T-Test mit Bonferroni 
Korrektur. Zusammenhänge zwischen 2 Parametern wurden durch Pearsons 
Korrelation geprüft. Unterschiede wurden als signifikant betrachtet wenn p<0,05. Die 
Korrelationskoeffizienten wurden nach Bühl und Zöfel (2004) interpretiert, wobei eine 
Korrelation von IRI <0,5 als gering, IRI <0,7 als mittel und IRI >0,7 als hoch 
betrachtet wurde. Die Darstellung erfolgte durch Sigmaplot 9.0 (Sigmastat, San Jose, 
CA, USA) als Mittelwert mit SAW.  
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Ergebnisse 
allgemeine Daten 
Alle Tiere erlitten einen Myokardinfarkt im Bereich der Vorderwand der 
elektrokardiografisch durch ST-Hebungen über 0,1 mV und einen postoperativen 
CK/CK-Mb Anstieg bestätigt werden konnte. Das Versuchsende wurde von 35 der 38 
Infarkttiere erreicht. Ein Tier der Mediumgruppe und ein Tier der MSC-PII Gruppe 
verstarben perioperativ bzw. unmittelbar postoperativ, ein weiteres Tier der 
Mediumgruppe wurde nach Wundinfektion im Bereich der Knochenmarks-
punktionsstelle am 4. Tag eingeschläfert. Die Daten der Tiere konnten daher nicht 
vollständig erhoben werden und wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Alle 
weiteren Tiere überstanden Eingriffe und Myokardinfarkt gut, nach drei bis fünf 
Tagen verminderter Futteraufnahme und Aktivität normalisierte sich das Verhalten 
bei allen Tieren. Die Wundheilung gestaltete sich regelrecht, Symptome einer 
Herzinsuffizienz waren unter den Bedingungen der Käfighaltung bei keinem Tier 
erkennbar. Körpergewicht und Gewichtszunahme waren zwischen den einzelnen 
Gruppen vergleichbar (p=ns), ein signifikanter Unterschied bei Herzgewicht (p=ns) 
und Herzumfang (p=ns) bestand nicht (siehe Tabelle 3.1).  
 
 
MSC MIT PII 
(N=8) 
MSC OHNE PII 
(N=10) 
MEDIUM MIT PII 
(N=10) 
MEDIUM OHNE PII 
(N=7) 
Gewicht  
vor Infarkt [g] 
1955±100 1893±45 1839±121 1901±132 
Gewicht 30 Tage nach 
Infarkt [g] 
2891±83 2861±80 2723±53 2760±90 
Herzgewicht [g] 8,58±0,4 8,63±0,23 8,11±0,22 8,57±0,36 
relatives Herzgewicht 
[%] 
0,3±0,01 0,32±0,02 0,3±0,01 0,31±0,02 
Herzumfang [mm] 61,4±2,1 66±1,6 66,7±1,7 67±1,1 
Tabelle 3.1  allgemeine Daten (MW und SD) 
 
Körpergewicht, Herzgewicht und Herzumfang zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
einzelnen Infarktgruppen (p=ns) 
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Echokardiografie 
linksventrikuläre Funktion 
Die linksventrikuläre Funktion, bestimmt als EF [%] und FS [%] zeigte vor 
Myokardinfarkt geringe Unterschiede zwischen den Gruppen (p=ns), mit den 
niedrigsten Ausgangswerten in der MSC-PII Gruppe. 30 Tage nach Myokardinfarkt 
waren EF bzw. FS in allen Gruppen signifikant vermindert (p<0,001). Dabei lagen EF 
und FS nach Zelltherapie signifikant höher als nach Mediuminjektion (p<0,001). Die 
Präinfarktischämie hatte vor Mediuminjektion einen ähnlichen Effekt (EF: p<0,001 
bzw. FS: p<0,05), der Effekt vor MSC-Injektion war hingegen nicht signifikant. Wurde 
die postinfarziöse EF jedoch auf die Ausgangswerte bezogen (finale EF/präop EF) 
war ein signifikanter Effekt der Präinfarktischämie unabhängig von MSC- oder 
Mediuminjektion darstellbar (EF: p<0,05, FS: p<0,05). (siehe Abbildungen 3.1-3.3 
und Tabelle 5.1) 
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Abbildung 3.1  Ejektionsfraktion (MW und SD) 
 
Bei geringen Unterschieden in den Ausgangswerten (MSC mit PII: 69±3%, MSC ohne PII: 76±3%, 
Medium mit PII: 71±3%, Medium ohne PII: 72±3%; p=ns) fiel die EF nach Myokardinfarkt in allen 4 
Gruppen signifikant ab (p<0,001). Nach Zellinjektion lag die EF signifikant höher als nach 
Mediuminjektion (MSC mit PII: 45±2%, MSC ohne PII: 47±2%, Medium mit PII: 41±3%, Medium ohne 
PII: 35±2%; MSC vs. Medium: p<0,001). Präinfarktischämie vor Mediuminjektion resultierte in einer 
höheren EF (Medium mit PII vs. Medium ohne PII; p<0,001), ein Effekt der Präinfarktischämie vor 
Zellinjektion war hingegen nicht darstellbar (MSC mit PII vs. MSC ohne PII; p=ns).  
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Abbildung 3.2  Fraktionelle Verkürzung (MW und SD) 
 
Analog zur EF verhielt sich die FS. Bei leicht unterschiedlichen Ausgangswerten (MSC mit PII: 33±3%, 
MSC ohne PII: 39±3%, Medium mit PII: 36±3%, Medium ohne PII: 35±2%) fiel auch die FS nach 
Myokardinfarkt signifikant ab (p<0,001). Zellinjektion hatte einen signifikanten Effekt auf die 
postinfarziöse FS (MSC mit PII: 16,5±1%, MSC ohne PII: 18±2%, Medium mit PII: 16±1%, Medium 
ohne PII: 12±2%; MSC vs. Medium: p<0,001). Ein Effekt der Präinfarktischämie vor Mediuminjektion 
war darstellbar (MSC mit PII vs. MSC ohne PII: p<0,05), ein Effekt der Präinfarktischämie vor 
Zellinjektion jedoch nicht (MSC mit PII vs. MSC ohne PII: p=ns). 
 
 
 
 
 
 
53 
Abfall EF (finale EF - präoperative EF) 
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Abbildung 3.3  Abfall und Differenz EF nach Infarkt (MW und SD) 
 
Bei Bezug der postinfarziösen EF auf die Ausgangswerte (finale EF/präinfarziöse EF) resultierte 
Zellinjektion in einer signifikant höheren EF als Mediuminjektion (MSC mit PII: 66±4%, MSC ohne PII: 
62±3%, Medium mit PII: 62±3%, Medium ohne PII: 48±3%; MSC vs. Medium: p<0,05). 
Präinfarktischämie hatte einen signifikanten Effekt vor Medium und Zellinjektion (PII vs. nicht-PII: 
p<0,05). Reziprok zur korrigierten EF verhielt sich der Abfall der EF (präinfarziöse EF-finale EF) (MSC 
mit PII: 25±4%, MSC ohne PII: 29±4%, Medium mit PII: 29±4%, Medium ohne PII: 36±4%). Eine 
Signifikanzbestimmung war aufgrund der hohen SD jedoch nicht möglich. 
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Infarktausdehnung und Wandstärke im Infarktbereich 
Die echokardiografisch bestimmte Infarktausdehnung zeigte keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den einzelnen Therapiegruppen (p=ns). Auch die 
enddiastolische Wandstärke im Zentrum des Infarktgebietes zeigte keine 
signifikanten Unterschiede (p=ns), die niedrigsten Werte wurden nach isolierter 
Mediuminjektion beobachtet (siehe Abbildungen 3.4 und 3.5 bzw. Tabelle 5.1). 
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Abbildung 3.4  Infarktausdehnung (MW und SD) 
 
Die echokardiografisch im Kurzachsen und Langachsenschnitt bestimmte Infarktgröße [cm2] zeigte 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Therapiegruppen (MSC mit PII: 0,31±0,15, 
MSC ohne PII: 0,25±0,15, Medium mit PII: 0,34±0,13, Medium ohne PII: 0,34±0,15; MSC vs. Medium: 
p=ns, PII vs. nicht-PII: p=ns) 
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Abbildung 3.5  Wandstärke im Infarktzentrum (MW und SD) 
 
Die enddiastolische Wandstärke [mm] im Zentrum des Infarktgebietes zeigte für Mediuminjektion ohne 
Präinfarktischämie die niedrigsten Wandstärke (0,18±0,01), die Unterschiede zu den anderen 
Gruppen waren jedoch nicht signifikant. (Medium mit PII: 0,25±0,02, MSC mit PII: 0,22±0,02, MSC 
ohne PII: 0,25±0,03; MSC vs. Medium: p=ns, PII vs. nicht-PII: p=ns) 
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sympathoadrenerge Veränderungen 
Radioligandenbindungsstudien 
Die Radioligandenbindungsstudien zeigten in allen Proben eine sättigbare 
spezifische Bindung, die unspezifische Bindung lag im Bereich von KD unter 20%. 
Die Dissoziationskonstante KD war bei allen Tieren vergleichbar. (siehe Tabelle 5.2) 
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Abbildung 3.6  spezifische ICYP Bindung der 4 Infarktgruppen (MW und SD) 
 
Dargestellt ist die (-) [125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) Bindung aller Tiere einer Infarktgruppe in der 
freien Wand des linken Ventrikels (LV), Septum (S) und rechten Ventrikel (RV). Die Ligandenbindung 
war hyperbelförmig sättigbar mit asymptodischer Annäherung an die maximale Bindungskapazität 
Bmax, KD war vergleichbar (p=ns). 
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β-Adrenozeptordichte im LV, S und RV 
Herzgesunde Kaninchen zeigten in freier linksventrikulärer Wand (LV) und Septum 
(S) eine höhere β-Adrenozeptordichte als im rechten Ventrikel (RV) (p<0,05). Nach 
Myokardinfarkt war eine signifikante Down-Regulation in LV und S darstellbar (LV: 
p<0,05, S: p<0,001), die rechtsventrikulären Veränderungen befanden sich im 
Bereich der Signifikanzgrenze (RV: p=0,05). LV und S waren vom Abfall der β-
Adrenozeptoren am deutlichsten betroffen, als Folge der geringeren 
rechtsventrikulären Veränderungen verwischten postinfarziös die signifikanten 
Unterschiede zwischen LV, S und RV (p=ns). Im Vergleich mit Mediuminjektion fand 
sich nach MSC-Injektion eine signifikant höhere β-Adrenozeptordichte in LV 
(p<0,005) und Septum (p<0,05). Im rechten Ventrikel wurde die infarktbedingte 
Reduktion der β-Adrenozeptordichte durch die MSC-Injektion nicht signifikant 
beeinflusst (Abbildung 3.9). Die Präinfarktischämie hatte keinen signifikanten Effekt 
auf die β-Adrenozeptoren in LV, S und RV. (siehe Abbildungen 3.7-3.10 und Tabelle 
5.2) 
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Abbildung 3.7   β-Adrenozeptordichte linker Ventrikel (MW und SD) 
 
Dargestellt ist die Zahl der Bindungsstellen Bmax [fmol/mg] im LV als Mittelwert±SD 30 Tage nach 
Infarkt und in der nichtinfarzierten Kontrollgruppe. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (102±9) 
zeigte sich nach Myokardinfarkt eine signifikante Down-Regulation (p<0,05). Zellinjektion resultierte in 
einer höheren β-Adrenozeptordichte (MSC mit PII: 70±14, MSC ohne PII: 46±9) als Mediuminjektion 
(Medium: 30±9, Medium mit PII: 28±5; MSC vs. Medium: p<0,005). Die Präinfarktischämie 
beeinflusste die Adrenozeptordichte nicht signifikant. (PII vs. nicht-PII: p=ns)  
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MSC mit PII MSC ohne PII Medium mit PII Medium ohne PII Kontrolle
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Abbildung 3.8   β-Adrenozeptordichte Septum (MW und SAW) 
 
Analog zu Abbildung 3.7 sind die Bindungsstellen Bmax [fmol/mg] im S als Mittelwert±SD in den 
Infarktgruppen und in der gesunden Kontrollgruppe dargestellt. Im Vergleich zur gesunden 
Kontrollgruppe (117±10) zeigte sich in allen Infarktgruppen eine signifikante Down-Regulation 
(p<0,001). Nach Zelltherapie war eine signifikant höhere β-Adrenozeptorzahl (MSC mit PII: 74±14, 
MSC ohne PII: 57±15) darstellbar als nach Mediuminjektion (Medium mit PII: 36±9, Medium ohne PII: 
35±5; MSC vs. Medium: p=0,05). Die Präinfarktischämie beeinflusste die β-Adrenozeptordichte nicht 
signifikant (PII vs. nicht-PII: p=ns). 
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Abbildung 3.9   β-Adrenozeptordichte rechter Ventrikel (MW und SD) 
 
Das Verhalten der β-Adrenozeptoren im RV [fmol/mg] unterschied sich von denen in LV und S. Im 
Vergleich zur Kontrolle (50,00±8) war die β-Adrenozeptorzahl nach Myokardinfarkt im Bereich der 
Signifikanzgrenze reduziert (p=0,05). Die einzelnen Therapiegruppen unterschieden sich nur gering 
(MSC mit PII: 32,74±8,3, MSC ohne PII: 23,73±5,68, Medium mit PII: 19,9±2,26, Medium ohne PII: 
26,72±6,92). Weder Zellen noch PII hatten signifikante Effekte auf die β-Adrenozeptordichte im RV 
(MSC vs. Medium: p=ns, PII vs. nicht-PII: p=ns) 
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Abbildung 3.10   β-Adrenozeptordichte in LV, S und RV (MW und SD) 
 
Die gemeinsame Darstellung der β-Adrenozeptordichte von LV, S und RV demonstriert das 
abweichende Verhalten des rechten Ventrikels und die Verschiebung des β-Adrenozeptorverhältnis 
nach Infarkt und Zelltherapie. Im gesunden Herzen waren in LV und S signifikant höhere β-
Adrenozeptorzahlen als im RV darstellbar (p<0,05). Nach Myokardinfarkt war die β-
Adrenozeptordichte in LV, S (und RV) bei allen Gruppen vermindert, doch war die relative Abnahme 
der β-Adrenozeptorzahl im RV (Abnahme um 46% in der Medium mit PII Gruppe) geringer als im 
linken Ventrikel (Abnahme um 80%) und Septum (Abnahme um 69%). Ein signifikanter Unterschied 
zwischen LV, S und RV war in den Mediumgruppen nicht mehr darstellbar. Nach Zellinjektion waren in 
LV und Septum höhere Rezeptorzahlen bei fehlenden RV-Veränderungen darstellbar, der Unterschied 
zwischen LV/S und RV war signifikant (p<0,05).  
 
 
 
 
 
 
62 
Die β-Adrenozeptordichte (der 4 Infarktgruppen) von LV und S korrelierte gut 
(Korrelationskoeffizient R=0,775; p<0,0001), während die Rezeptordichte von LV und 
RV bzw. S und RV keine signifikante Korrelation zeigte (p=ns) (siehe Abbildung 3.11) 
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Abbildung 3.11   Korrelation β-Adrenozeptordichte LV und S 
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Auch korrelierte die β-Adrenozeptordichte des LV mit der EF nach MI (R=0,533; 
p<0,05) und dem Abfall der EF (R=-0,442; p<0,05) bzw. die β-Adrenozeptordichte 
des Septums mit dem Abfall der EF (R=-0,401; p<0,05, siehe Abbildung 3.12). Die 
Korrelation zwischen der β-Adrenozeptordichte des Septums und der EF nach MI lag 
an der Signifikanzgrenze (R=0,365; p=0,05), eine Korrelation zwischen den β-
Adrenozeptoren des RV und der EF bestand nicht (p=ns). Plasmatische 
Noradrenalinspiegel und β-Adrenozeptordichte in LV, S bzw. RV zeigten ebenfalls 
keine Korrelation (p=ns). 
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ß-Adrenozeptoren im Septum und EF nach Infarkt
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Abbildung 3.12   Korrelation β-Adrenozeptordichte LV/S und Kontraktilität 
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Noradrenalin Plasmakonzentration  
Die Noradrenalinspiegel in Narkose zeigten bereits vor Infarkt eine große Varianz, 
die Mittelwerte der einzelnen Gruppen unterschieden sich jedoch nicht signifikant 
(p=ns). Zum Zeitpunkt der Finalversuche waren die NA-Spiegel signifikant erniedrigt 
(p<0,05). Beide Mediumgruppen unterschieden sich signifikant, wobei die PII-
Mediumgruppe niedrigere Spiegel aufwies (p<0,05), während PII bei Zelltherapie mit 
tendenziell höheren NA-Werten assoziiert war (p=0,072). Die PII-Gruppen 
unterschieden sich ebenfalls signifikant, Zellinjektion war hier mit signifikant höheren 
Spiegeln assoziiert (p<0,05). In den nicht-PII Gruppen war MSC Injektion hingegen 
mit einer Tendenz zu niedrigeren NA-Spiegeln verbunden (p=0,072). Eine Korrelation 
zwischen NA-Spiegeln und Herzfunktion bzw. β-Adrenozeptoren in LV, S oder RV 
bestand nicht (siehe Abbildungen 3.13 und 3.14 sowie Tabelle 5.3) 
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Abbildung 3.13   Noradrenalin Plasmakonzentration (MW und SD) 
 
Bei vergleichbaren Ausgangswerten (MSC mit PII: 1166±200 pg/ml, MSC ohne PII: 1130±436 pg/ml 
Medium mit PII: 1047±181 pg/ml, Medium ohne PII: 1120±258 pg/ml) zeigten sich nach 
Myokardinfarkt in allen Gruppen signifikant erniedrigte Noradrenalinspiegel (p<0,05). Die 
Mediumgruppen (Medium mit PII: 557±58 pg/ml, Medium ohne PII: 749±155 pg/ml) unterschieden sich 
signifikant. Präinfarkischämie vor Mediuminjektion resultierte in signifikant niedrigeren NA-Spiegeln 
(Medium mit PII vs. Medium ohne PII: p<0,05), während die vorgeschaltete Ischämie vor Zelltherapie 
(MSC mit PII: 788±66 pg/ml, MSC ohne PII: 582±105 pg/ml) mit tendenziell höheren Werten 
verbunden war (MSC mit PII vs. MSC ohne PII; p=0,072). Zellinjektion nach Präinfarktischämie 
resultierte in signifikant höheren NA-Spiegel als Mediuminjektion (MSC mit PII vs. Medium mit PII: 
p<0,05), während Zellinjektion ohne PII mit einem Trend zu niedrigeren NA-Spiegeln verbunden war. 
(MSC ohne PII vs. Medium ohne PII: p=0,072). 
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Abbildung 3.14   Korrelation NA-Spiegel und β-Adrenozeptordichte LV 
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c-Kit positive Zellen im Infarktbereich und infarktfernen Myokard 
Unter 400-facher Vergrößerung konnten einzelne c-Kit positive Stammzellen 
dargestellt werden (siehe Abbildung 3.16). Die Zellen lagen isoliert perivaskulär oder 
gefäßfern und zeigten heterogene Morphologie. Ein signifikanter Unterschied 
zwischen Infarktareal und Nichtinfarktareal konnte in keiner Gruppe dargestellt 
werden (p=ns). Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen 
bestanden weder im Infarktareal noch im Nichtinfarktgebiet (p=ns). Dil-positive MSC 
konnten unter Fluoreszenz weder in nativen, noch HE oder immunhistochemisch 
gefärbten Schnitten dargestellt werden (siehe Abbildung 3.15 und Tabelle 5.4) 
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Abbildung 3.15   c-Kit* Zellen Infarktgebiet und infarktfernes Myokard (MW und SD) 
 
Dargestellt ist die Zahl c-Kit positiver Stammzellen in Infarktgebiet und Infarktrand sowie im 
infarktfernen Myokard. Die Mittelwerte im Infarktbereich waren vergleichbar (MSC mit PII: 0,29±0,29, 
MSC: 0,31±0,16, Medium mit PII: 0,30±0,21, MSC: 29±0,18; p=ns). Die Mittelwerte außerhalb des 
Infarktgebietes zeigten ebenfalls keine Unterschiede (MSC mit PII: 0,29±0,18, MSC: 0,38±0,26, 
Medium mit PII: 0,30±0,15, MSC: 36±0,24; p=ns). Ein signifikanter Unterschied zwischen Infarktgebiet 
und infarktfernen Myokard war in keiner Gruppe darstellbar (p=ns). 
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Abbildung 3.16  Beispiel c-Kit* Zelle im Gewebe 
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Diskussion 
Ziel und Fragestellung 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte einer intramyokardialen MSC-Injektion 
nach akutem Myokardinfarkt im Langzeit in-vivo Kleintiermodell untersucht, wobei die 
Besonderheit in der frühen Zellapplikation und Kombination mit der kurzen 
Präinfarktischämie lag. Ziel der Arbeit war dabei nicht die Abklärung der 
zugrundeliegenden Mechanismen oder Simulation klinischer Szenarien, obwohl die 
vorgeschaltete Ischämie einer Präinfarktangina bzw. intrinsischen Präkonditonierung 
ähnelt (Kloner et al., 1995 und 1998) und eine frühe Applikation vorbereiteter 
allogener MSC auch klinisch, z.B. im Rahmen einer Reperfusionsbehandlung, 
durchführbar wäre (El-Badri, 2006). 
Tiermodell 
Das White New Zealand Rabbit (WNZ) ist durch seine unproblematische Versorgung 
bei niedrigen Kosten ein etabliertes Versuchstier der kardiovaskulären Forschung. 
Durch die dem Menschen ähnliche Koronargefäßstruktur (Podesser et al., 1997) mit 
nur spärlicher subendokardialer Kollateralversorgung (Schaper, 2000; Hearse, 2000; 
Maxwell et al., 1987; Ytrehus et al., 1994) und den vergleichbaren Infarktverlauf 
(Morales et al., 2002) ist es dabei für Infarktmodelle besonders geeignet. Die 
Koronargefäße und ihre Äste sind funktionelle Endarterien, sie liegen langstreckig 
oberflächlich (Helisch und Schaper, 2000) und erlauben selektive Ligatur und 
Reperfusion. Zellpräparate können nach Demarkation des Ischämiegebietes gezielt 
in den Infarktrand injiziert werden, die Robustheit der Tiere erlaubt auch 
Langzeitmodelle (Hale und Kloner, 2006; Wang et al., 2004; Pennock et al., 1997; 
Pye et al., 1996; Edwards et al., 2002).  
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Zellpopulation wurde aus dem 
Knochenmarksaspirat durch Adhärenz an Gelatine isoliert, die Potenz der Zellen 
durch Vorbehandlung mit 5-Azacytidin erhöht. Die Methode hat sich als Standard zur 
Aufbereitung mesenchymaler Stammzellen in der kardiovaskulären Forschung 
etabliert, (Tomita et al., 1999 und 2002; Saito et al., 2003; Dimarakis et al., 2005; 
Nassiri et al., 2007; Bittira et al., 2002), obwohl die Zellpopulation neben echten 
multipotenten MSC auch zahlreiche Osteoblasten, Adipozyten, Chondrozyten, 
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Markophagen, retikuläre Zellen, Endothelvorläufer und einzelne hämatopoetische 
Zellen (Soleimani und Nadri, 2009) enthält. 
Die Bedeutung der Vorbehandlung mit 5-Azacytidin ist aktuell Gegenstand der 
Diskussion (Bittira el al., 2002; Nassiri et al., 2007). 5-Azacytidin fand vor allem in 
Arbeiten zur Transdifferenzierung Anwendung (Tomita et al., 1999 und 2002; Saito et 
al., 2003) und sollte durch DNA-Demethylierung eine myogenen Differenzierung 
induzieren. Obwohl eine suffiziente Transdifferenzierung nach heutigem 
Kenntnisstand kaum stattfindet und die funktionellen Verbesserungen vor allem auf 
parakrin vermittelten Effekten beruhen wurde auch in der vorliegenden Arbeit eine 
Vorbehandlung mit 5-Azacytidin durchgeführt, zumal auch eine Verstärkung des 
parakrinen Potentials durch Dedifferenzierung zu unreiferen und stoffwechselaktiven 
Zellen durch 5-Azacytidin vorstellbar scheint (Dimarakis et al., 2005). 
Die verwendete Zellzahl liegt mit 1,1x106 im Bereich der von anderen Arbeitsgruppen 
im Kleintiermodell intramuskulär applizierten Mengen (Lee et al., 2009: 2x106 BMSC; 
Lu et al., 2006: 1x106 BMSC; Thompson et al., 2005: 108 BMSC; Wang et al., 2004 
und 2005: 1x107 bzw. 5x106 allogene MSC; Nassiri et al., 2007: 5x105 bzw. 1x106 
MSC; HU et al., 2007: 2x106 MSC). Trotz Unterschieden von 102 waren die 
Ergebnisse der genannten Arbeiten vergleichbar, eine Dosis-Wirk-Beziehung ist für 
myokardial applizierte Knochenmarkszellen nicht belegt. Bei Injektion an den 
Infarktrand scheint ein Überleben der Zellen auch ohne Wiedereröffnung des 
Infarktgefäßes möglich, während die ischämische Umgebung die parakrine Sekretion 
der Zellen stimuliert (Kinnaird et al., 2004 a und b) und das Auswaschen der Zellen 
durch die reduzierte Perfusion minimiert wird (Charwat et al., 2008; Hou et al., 2005). 
Im geschädigten Gewebe des Infarktrandes können die applizierten Zellen ihr 
therapeutisches Potential entfalten, auf gleicher Grundlage wurden 
Knochenmarkszellen bereits klinisch bei chronischer Ischämie und No-Option 
Patienten in den Bereich bestehender Ischämien appliziert (Fuchs et al., 2003; Perin 
et al., 2003; Briguori et al., 2006; Beeres et al., 2006). Dennoch ist das 
Langzeitüberleben der Zellen im hypoxischen Milieu natürlich unsicher, wobei selbst 
bei verzögerter Injektion in nicht-ischämisches Myokard weniger als 1% der Zellen 
überleben (Freyman et al., 2006; Charwat et al., 2008). 
Die Frage nach dem optimalen Zelltyp bleibt dabei unbeantwortet. Van der Bogt et al. 
(2008) demonstrierten bei Vergleich von Fibroblasten, unfraktionierten 
mononukleären Knochenmarkszellen, MSC und HSC ein höheres Zellüberleben und 
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eine höhere Kontraktilität nach Injektion unfraktionierter Knochenmarkszellen. 
Mathieu et al. (2009) bestätigten die Ergebnisse und zeigten nach Injektion 
mononukleärer Knochenmarkszellen bessere funktionelle Ergebnisse als nach 
Injektion isolierter MSC, während Mazo et al. (2009) das Gegenteil darstellten. Eine 
erste klinische Studie mit intracoronarer Zellapplikation konnte hingegen bei 
fehlenden Effekten keinerlei Unterschiede zwischen isolierter CD 34+, CXCR4+ 
Subpopulation und unselektierten mononukleären Zellen darstellen (Tendera et al., 
2009). Die Ursachen der scheinbar widersprüchlichen Ergebnisse könnten in 
methodischen Unterschieden bei unterschiedlichen Tiermodellen, Zellzahlen, 
Isolationsverfahren, Applikationsmethoden und Injektionsverfahren liegen. Auch 
niedrig aufgereinigte Zellpopulationen zeigten gute Ergebnisse, im vorliegenden 
Tiermodell mit frühzeitiger Injektion bei fortschreitender Infarzierung lassen MSC 
durch ihre besonderen immunmodulatorischen Eigenschaften (Hu et al., 2007) 
Vorteile erwarten. 
Echokardiografie 
Die Echokardiografie ist eine im klinischen Alltag und Tierversuch häufig angewandte 
und zuverlässige Methode zur Beurteilung der Herzfunktion (Hodgson et al., 2004; 
Kofidis et al., 2004 a und b; Wang et al., 2004 und 2005; Hu et al., 2007). Im 
Gegensatz zu kardialen Druck-Volumen-Messungen (Dhein et al., 2006; Li et al., 
2001 und 2007; Spinale et al., 1994) und Schnittbilddarstellungen (Himes et al., 
2004; van den Bos, 2005) ist die Methode einfach durchführbar, weit verbreitet und 
kann unproblematisch wiederholt werden. Durchführung und Referenzwerte für 
narkotisierte und wache WNZ-Kaninchen verschiedener Alters und Gewichtsklassen 
können aus anderen Arbeiten entnommen werden. (Lück, 2003; Klawitter, 2005; 
Stypmann et al., 2007).  
In der vorliegenden Arbeit wurden unter Narkosebedingungen FS und EF im 
parasternalen M-Mode nach Teichholz bestimmt. Die Methode wurde in der 
Humanmedizin bereits durch andere Verfahren abgelöst, ist bei Kleintieren wie dem 
WNZ-Kaninchen jedoch unverändert etabliert (Klawittra, 2005; Lück, 2003; Fontes-
Sousa, 2006; Poulsen-Nautrup; 1998) und lieferte insbesondere im Infarktmodell 
(Pennock et al., 1997; Pye et al., 1996; Edwards et al., 2002) exakte wie verlässliche 
Ergebnisse mit enger Korrelation zu invasiven Druck-Volumen Messungen oder 
Thermodilution (Bauersachs et al., 2006; Gueret et al., 1981).  
71 
Zur Bestimmung von Wandstärke und Ausdehnung des Infarktgebietes haben sich 
hingegen Färbungen mit Tetrazoliumchlorid (TTC) oder Hämatoxylin-Eosin (HE) als 
Goldstandard etabliert (Vesselinovitch und Fischer-Dzoga, 1981), wobei die erste 
Ebene im einzelnen Schnitt und die zweite Ebene aus dem Verlauf in mehreren 
Schnitten bestimmt werden kann. Die histologische Bestimmung ist jedoch nur post 
mortem möglich, aufwändig und materialintensiv, eine orientierende Beurteilung 
allerdings auch echokardiogafisch in-vivo möglich, wenngleich die histologische 
Methode eine höhere Präzision aufweist. Dennoch zeigten echokardiografisch und 
histologisch bestimmte Infarktgröße im Kleintiermodell bei akutem (Santos et al., 
2008; Kerber et al., 1986; Wyatt et al., 1981) und chronischen Myokardinfarkt 
(Minicucci et al., 2007) eine enge Korrelation. Abweichend zur vorliegenden Arbeit 
wurde die Infarktausdehnung dabei jedoch meist als Perimeter mit Bezug auf die 
Ventrikelzirkumferenz und nicht als Absolutfläche angegeben. 
In der vorliegenden Arbeit waren Untersuchung und Messungen problemlos 
durchführbar, die Messwerte der Kontraktilität, Infarktausdehnung und Wanddicke 
exakt und reproduzierbar zu bestimmen. Die Ausgangswerte für EF und FS lagen im 
Bereich der von Lück (2003, FS = 35,48±3,78%), Hale und Kloner (2006, EF= 
0,65±0,02% bzw. 0,68±0,02%) bzw. Wang et al (2004, EF = 76±0,06% - 79±0,07%) 
für WNZ-Kaninchen von 2 Kg Körpergewicht und andere Kleintiere (Ratte: Hu et al., 
2007: EF = 72,75±1.20%) unter Narkose beschriebenen Werte. Die Ausgangswerte 
der einzelnen Tiere unterschieden sich dabei geringfügig, wenngleich nicht 
signifikant, die Finalmessungen wurden dennoch auf die präinfarziösen 
Ausgangswerte bezogen und werden zunächst entsprechend diskutiert. Auf die 
Abweichungen zu den unkorrigierten Werten wird im Anschluss eingegangen. 
Myokardinfarkt und Injektionsprozedur führten zu einem signifikanten Abfall von EF 
auf 35±2% (Abfall um 36±4%) bzw. FS auf 12±2% (Abfall um 27±2%) in der 
Mediumgruppe ohne PII. Der Abfall lag damit im Bereich der von anderen Arbeiten 
beschriebenen Werte (Hu et al., 2007: 28,68%; Wang et al., 2004: 53%; Nassirii et 
al., 40%), ohne dass die Tiere klinische Zeichen einer Herzinsuffizienz zeigten. 
Zellinjektion verbesserte die Herzfunktion signifikant, wobei die EF 10% bzw. 12% 
über den Werten der Mediumgruppen lag, vergleichbar zu Arbeiten mit verzögerter 
Zellapplikation (Lee et al., 2009; Lu et al., 2006; Thompson et al., 2005; Wang et al., 
2004 und 2005; Nassiri et al., 2007; HU et al., 2007). Arbeiten mit früher 
Stammzellinjektion liegen jedoch kaum vor und zeigten unterschiedliche Ergebnisse. 
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So konnten Li et al. (2007) nach Kryoschaden und unverzüglicher Transplantation 
fetaler CMC ins Zentrum der Läsion keinen Effekt auf die LV-Funktion darstellen, 
obwohl dies bei verzögerter Transplantation gelang. Ein Vergleich mit der 
vorliegenden Arbeit ist durch die verwendete Kryoablation, den Zelltyp und die 
Injektion ins Zentrum der Läsion jedoch schwierig, der Bezug auf die Arbeit von Hu et 
al. (2007) hingegen weniger problematisch. In einem der vorliegenden Arbeit 
ähnlichen Infarktmodell ohne Reperfusion und Injektion von MSC in den Infarktrand 
waren Effekte auf die LV-EF bei Injektion nach 60 Minuten, 1 und 2 Wochen 
darstellbar. Der Benefit war bei Applikation zum 7. Tag post-MI am ausgeprägtesten, 
jedoch auch bei früher Injektion darstellbar und bestätigt die eigenen Ergebnisse. 
Neben den Veränderungen nach MSC-Injektion konnte in der vorliegenden Arbeit 
auch ein Effekt der Präinfarktischämie auf die Kontraktilität dargestellt werden. Eine 
Infarktreduktion mit Erhalt der Herzfunktion durch eine präkonditionierende Ischämie 
bei Mensch und Tier ist in zahlreichen Veröffentlichungen belegt (Murry et al., 1990; 
Yellon und Downey, 2003; Ovize et al., 1995). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten 
wurde das Gefäß in der vorliegenden Arbeit jedoch nach der zweiten, infarzierenden 
Ischämie nicht wiedereröffnet und reperfundiert. Preconditioning kann dabei die 
Ischamietoleranz und Belastbarkeit der Zellen im Infarktbereich zwar erhöhen, den 
Zelltod verzögern und damit auch die Kontraktilität erhalten, die Effekte sind jedoch 
an eine erneute Reperfusion gebunden und gehen bei anhaltender Zweitischämie 
innerhalb weniger Stunden verloren (Murry et al., 1990; Yellon und Downey, 2003). 
Obwohl damit in der vorliegenden Arbeit eine primäre Infarktreduktion nicht zu 
erwarten ist profitierte die Kontraktilität. Die Ursache ist unklar, möglicherweise 
spielen während der präkonditionierenden Präinfarktischämie (PII) freigesetzte 
Metabolite und Signalmoleküle eine Rolle. Ähnlich dem "Remote Preconditioning" 
könnten diese die Toleranz des nichtinfarzierten Myokardes gegenüber der 
postinfarziösen Mehrbelastung erhöhen (Yellon und Downey, 2003) oder triggerten 
bereits vor Infarkt Reparaturmechanismen und unterstützten die Regeneration. 
Anhand der korrigierten EF war der Effekt unabhängig von MSC- oder 
Mediuminjektion nachweisbar, was gegen eine spezifische Verstärkung der 
Zelleffekte oder Interaktion mit den zugrundeliegenden Mechanismen spricht, obwohl 
der fehlende Effekt von PII vor Zellinjektion bei den Absolutwerten dies nahelegt. 
Aufgrund des Umfanges der Arbeit und der Beschränkung auf 38 Tiere fallen 
Streuungen der Ausgangswerte jedoch verstärkt ins Gewicht und können 
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Signifikanzen verwischen. Der Einfluss einer Präinfarktischämie auf applizierte Zellen 
ist nicht untersucht. Durch Metabolite, Signalmoleküle, den präkonditionierten 
Zustand des Gastgewebes zum Zeitpunkt der MSC-Applikation oder andere 
Reperfusionsphänomene sind Synergien und konträre Effekte vorstellbar, welche in 
umfangreicheren Arbeiten abgeklärt werden könnten. 
Infarktausdehnung und Wandstärke im Infarktbereich zeigten keine signifikanten 
Veränderungen nach MSC oder PII, wenngleich die Wandstärke nach PII bzw. MSC 
geringfügig erhöht war. Ein primärer Effekt der Präinfarktischämie auf die 
Infarktausdehnung ist ohne Reperfusion nicht zu erwarten (Murry et al., 1990; Yellon 
und Downey, 2003), obwohl die verbesserte Funktion eine sekundäre Ausbreitung 
der Infarktnarbe verhindern könnte. Für Stammzelltherapie ist eine Reduktion der 
Infarktausdehnung (Shake et al., 2002; Wang et al., 2004; Haider et al., 2008; Lee et 
al., 2009; Templin et al., 2008; Dai et al., 2007; Hu et al., 2007; Martin-Rendon et al., 
2008) und Zunahme der Wandstärke (Dai et al., 2007; Shake et al., 2002) allerdings 
in zahlreichen Arbeiten beschrieben. Infarktausdehnung und Wandstärke wurde in 
den zitierten Arbeiten jedoch histologisch bestimmt, die Sensitivität der 
echokardiografischen Bestimmung ist geringer zu bewerten. Die nicht-signifikanten 
Unterschiede in der Wandstärke könnten mit sensitiveren Methoden tatsächlich 
Signifikanzniveau erreichen und für eine verbesserte Regeneration des 
Infarktgebietes sprechen, wenngleich die von Shake et al. (2002) beschriebene 30% 
Wandverdickung auch sonografisch darstellbar sein sollte. Würde tatsächlich kein 
Unterschied in Infarktausdehnung und Wandstärke bei verbesserter Funktion 
bestehen, spräche dies für einen spezifischen Effekt der Zellen auf das 
nichtinfarzierte Myokard, zum Beispiel im Rahmen des Remodellings, der bei 
Zellinjektion in den Infarktrand durchaus vorstellbar wäre. 
Radioligandenbindungsstudien 
In der vorliegenden Arbeit konnten Unterschiede in der Zahl der Bindungsstellen 
Bmax bei vergleichbarer Dissoziationskonstante KD dargestellt werden, die 
Unterschieden der β-Adrenozeptordichte bei konstanter Rezeptoraffinität 
entsprechen. Die Bestimmung der β-Adrenozeptoren erfolgte an 
Rohmembranfaktionen aus Ventrikelgewebe, das neben Kardiomyozyten auch 
Fibroblasten, Endothelzellen und glatte Muskelzellen (Canale et al., 1986; Legato et 
al., 1979) mit unterschiedlichem Rezeptorprofil (Lau et al., 1980; Freissmuth et al., 
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1986) enthält, sodass auch histologische Veränderungen im Bereich des 
Myokardinfarktes (Steinberg et al., 1995) und der Injektionsstellen (Yang et al., 2008; 
Brito-Martins et al., 2008; Hakuno et al., 2002) mit Veränderungen der β-
Adrenozeptoren einhergehen könnten. In dieser Arbeit wurde daher infarktfernes 
Ventrikelgewebe verwendet, die bestimmten Rezeptordichten sind repräsentativ für 
das nichtinfarzierte Myokard von freier linksventrikulärer Wand, Septum bzw. 
rechtem Ventrikel (Pitschner et al., 1993). Die β-Adrenozeptordichte im 
Ventrikelmyokard korreliert unter diesen Voraussetzungen gut mit der β-
Adrenozeptordichte auf isolierten Kardiomyozyten, einzig Leineweber et al. (2003) 
beschrieben bei ausgeprägter Myocardfibrose im Monocrotalin-Mausmodell 
Unterschiede zwischen Ventrikelgewebe und isolierten Kardiomyozyten. Auf den 
präparierten Membranen wurde die Gesamtrezeptorzahl bestimmt und auf eine 
Differenzierung von β1- und β2-Rezeptoren verzichtet, da am Kaninchen-
Ventrikelmyokard praktisch ausschließlich β1-Rezeptoren vorkommen (Dhein et al., 
2006). Veränderungen der Gesamtrezeptorzahl beruhen auf isolierten 
Veränderungen der β1-Rezeptoren (Ungerer et al., 1993; Bristow, 1993),  
Veränderungen der β-Adrenozeptoren nach Myokardinfarkt 
Die β-Adrenozeptordichte der gesunden Tiere lag zwischen den von Brodde et al. 
(1982) (LV: Bmax 62 fmol/mg, RV: Bmax 54 fmol/mg) und Makino et al. (2003) (LV: 
Bmax 170 fmol/mg) für Kaninchen beschriebenen Werten, wobei die Rezeptorzahl im 
linken Ventrikel über der im rechten Ventrikel lag. Der Seitenunterschied im 
gesunden Herz entsprach den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen bei 
Menschen (Brodde und Michel, 1999; Bristow et al., 1986), Kaninchen (Brodde et al., 
1982) und anderen Kleintieren (Leineweber et al., 2003; Sethi et al., 2006), über die 
Verhältnisse im Septum liegen jedoch keine Daten vor.  
Nach Myokardinfarkt zeigten sich in allen Gruppen signifikant verminderte 
Adrenozeptoren in LV und S, wobei die rechtsventrikulären Veränderungen im 
Bereich der Signifikanzgrenze lagen. Das Ausmaß der Down-Regulation im rechten 
Ventrikel war ebenfalls geringer ausgeprägt, sodass die signifikanten Unterschiede 
der Rezeptorverteilung zwischen LV/S und RV nach Infarkt verloren gingen.  
Grundsätzlich lassen sich die beschriebenen Veränderungen als Folge einer Agonist 
induzierten Down-Regulation (Mills, 2002; Hadcock et al., 1989; Murphree et al., 
1989) bei postischämischer Herzinsuffizienz erklären. Myokardinfarkt und Verlust der 
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Kontraktilität führen zur Steigerung der sympathoadrenergen Aktivität und 
vermehrten Katecholaminfreisetzung, wobei die myokardialen β-Adrenozeptor 
Veränderungen vor allem durch kardial freigesetztes NA bedingt werden (Bristow et 
al., 1988 und 1992). So sind bei manifester Herzinsuffizienz mit bis zu 50-fach 
erhöhtem kardialen NA-Überlauf (Hasking et al., 1986; Esler und Kaye, 2000) und 
gesteigertem NA-Umsatz die lokalen NA-Spiegel weit über den Plasmaspiegel 
hinausgehend erhöht (Slavikova et al., 2007), sodass die Effekte der zirkulierenden 
Katecholamine von untergeordneter Bedeutung scheinen, obwohl auch langfristige 
systemische Agonistenapplikation zur Down-Regulation kardialer β-Adrenozeptoren 
führen kann (Deighton et al., 1998). Die darstellbaren Veränderungen im LV 
entsprechen den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen bei postischämischer 
Herzinsuffizienz (Makino et al., 2003; Sethi et al., 2006), S und RV wurden dabei 
jedoch nicht untersucht. Auch sonst liegen kaum Daten über die β-Adrenozeptoren 
von S oder RV nach MI vor. Einzig Dhein et al. (2006) beschrieben bei nicht-
ischämischer Kardiomyopathie ein vergleichbares Verhalten der β-Adrenozeptoren in 
LV und S, Untersuchungen der rechtsventrikulären β-Adrenozeptoren nach Infarkt 
zeigten unterschiedliche Veränderungen. So beschrieben Gu et al. (1998) stabile 
Rezeptorzahlen im RV und infarktfernen LV bei verminderter Rezeptordichte in 
Infarkt und Periinfarktregion, wobei die Beobachtungen eher auf eine fehlende 
hämodynamische Relevanz des Infarktes und histologische Veränderungen im 
Infarktgebiet und Randbereich hinweisen. In einem der vorliegenden Arbeit ähnlichen 
Rattenmodell demonstrierten Sethi et al. (2006) ein biphasisches Verhalten der RV β-
Adrenozeptoren bei progredientem Abfall der LV β-AR. Bei mäßig eingeschränkter 
LV-Funktion und reduzierter LV-Adrenozeptordichte war 8 Wochen nach MI ein 
Anstieg der RV β-Adrenozeptoren darstellbar, der als Zeichen einer 
kompensatorischen rechtsventrikulären Hypertrophie gewertet wurde. Unter 
Zunahme des LVEDP und abnehmender Kontraktilität zeigten sich nach 24 Wochen 
weiter fallende LV-Rezeptorzahlen, wobei nun auch eine Reduktion der RV-
Rezeptordichte beobachtet werden konnte. Untersuchungen der nachgeschalteten 
Signaltransduktion und Funktionstests bestätigen die Ergebnisse (Sethi et al., 1997 
und 1998), die verzögerten Veränderungen im RV wurden von den Autoren als 
Zeichen einer sekundären rechtsventrikulären Insuffizienz gewertet. Damit 
demonstrierte die Arbeit einerseits die unabhängige Regulation der β-
Adrenozeptoren in LV und RV, andererseits die Effekte einer LV-Infarzierung auf die 
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RV β-Adrenozeptoren. In Abhängigkeit der zugrundeliegenden Pathologie kann die 
sympathoadrenerge Aktivität zwischen beiden Ventrikeln variieren (Ganguly et al., 
1997) und auch die Adrenozeptoren beider Ventrikel können prinzipiell unabhängig 
voneinander reguliert werden (Liang et al., 1998; Chester und Barnett, 1995). 
Ventrikelspezifische Veränderungen der β-Adrenozeptoren fanden sich bei 
Myokardinfarkt, (Sethi et al., 2006), Pulmonalstenose (Lai et al., 1996; Fan et al., 
1987) und RV-Insuffizienz (Leineweber et al., 2003; Bristow et al., 1986), Bildgebung 
(Igawa, 2000) und Szintigrafie (Ganguly et al., 1997) bestätigten zugrundeliegende 
Seitenunterschiede der sympathoadrenergen Aktivität.  
In der vorliegenden Arbeit zeigten die Rezeptordichten von freier Wand des linken 
Ventrikels und Septum eine enge Korellation (R=0,775) sodass auf eine Kopplung 
der efferenten sympathischen Regulation geschlossen werden kann und sich das 
Septum als Teil der linksventrikulären Wandung betrachten lässt. Der Abfall der RV 
β-Adrenozeptoren in den 4 Infarktgruppen zeigte gemäß Sethi et al. (2006) eine 
begleitende rechtsventrikuläre Schädigung oder Globalinsuffizienz an, wobei die 
rechtsventrikuläre Funktion nicht direkt untersucht wurde. Die fehlende Korrelation 
der rechtsventrikulären β-Adrenozeptoren mit den Rezeptoren in LV und S spricht 
gegen eine enge Kopplung der rechtsventrikulären und linksventrikulären Efferenzen 
oder einen einfachen Überlauf des im LV freigesetzten NA und für den Einfluss 
weiterer Faktoren. Die mässig ausgeprägte Korrelation zwischen β-
Adrenozeptordichte in LV bzw. Septum und echokardiografischen 
Funktionsparametern (LV β-Adrenozeptoren und postinfarziöse EF: R=0,533) 
bestätigt einen Zusammenhang zwischen Herzfunktion und neurohumoraler 
Regulation. Die Korrelation ist bei invasiver Kontraktilitätsmessung (Dhein et al., 
2006: LV-Bmax vs. dP/dt max: R2 =0,887) ausgeprägter und kann Zeichen der 
höheren Genauigkeit der invasiven Methode verstanden werden. 
Therapiebedingte Veränderungen 
Das Ausmaß der β-Adrenozeptor Down-Regulation korreliert mit dem Schweregrad 
der Herzinsuffizienz und der Prognose (Bristow, 1993; Brodde et al., 1995; Harding 
et al., 1994). Die Down-Regulation ist bei geringerem kardialen Funktionsverlust 
weniger ausgeprägt, bestehende Veränderungen sind reversibel, erniedrigte 
Rezeptorzahlen können sich nach Pharmakotherapie (Brodde et al., 1989; Makino et 
al., 2003; Böhm et al., 1998), Beseitigung einer Herzrhythmusstörung (Larosa et al., 
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1993) oder VAD-Implantation (Ogletree-Hughes et al., 2001; Milting et al., 2006) 
normalisieren.  
In der vorliegenden Arbeit waren nach Zelltherapie signifikant höhere 
linksventrikuläre und septale β-Adrenozeptorzahlen als nach Mediuminjektion 
darstellbar, die rechtsventrikulären β-Adrenozeptoren blieben jedoch unbeeinflusst. 
Die Interpretation der Ergebnisse ist schwierig, da Veränderungen der β-
Adrenozeptoren nach MI und Zelltherapie in der vorliegenden Arbeit erstmals 
untersucht wurden.  
Prinzipiell könnten die Unterschiede dabei sowohl auf direkter Modulation der 
efferenten neurohumoralen Aktivität bzw. Rezeptoren beruhen oder Folge einer 
besseren Herzfunktion und Normalisierung der sympathoadrenergen Steuerung sein. 
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Zelltherapie eine verbesserte LV-Funktion 
und höhere β-Adrenozeptordichte in LV/S, im Kontext der Literatur kann von einer 
primär besseren Herzfunktion (Murry et al., 2006; Dimmeler et al., 2005) mit 
sekundär reduzierter sympathoadrenerger Aktivität (Esler und Kaye, 2000; Wallukat, 
2002) ausgegangen werden. Bei frühzeitiger Zellinjektion sind dabei rasche Effekte 
auf Kontraktilität und neurohumorale Aktivität anzunehmen, welche die postinfarziöse 
Down-Regulation (Wallukat, 2002) reduzierten. Nach Zellinjektion bei manifester 
Herzinsuffizienz (Dhein et al. 2006) ist jedoch auch ein sekundärer Anstieg bereits 
erniedrigter Adrenozeptoren nachgewiesen worden. Direkte Effekte an den 
Rezeptoren mit sekundärer Verbesserung der Ventrikelfunktion sind für beta-Blocker 
und ACE-Hemmer beschrieben (Brodde et al., 1989). Dhein et al. (2006 und 2010) 
und Tofukuji et al. (2000) postulierten ähnliche direkte Effekte auch für 
knochenmarksstämmige Zellen, die beispielsweise durch TGF-β1 vermittelt sein 
könnten, welches die Struktur β-adrenerger Rezeptoren verändern kann (Rosenkranz 
et al., 2002) und von MSC sezerniert wird (Vandervelde et al., 2005).  
Für die Veränderungen in den untersuchten Proben erscheinen entsprechende 
Zelleffekte jedoch unwahrscheinlich. Die genannten Arbeiten Dheins und Tokufujis 
unterschieden sich zur vorliegenden Arbeit grundsätzlich durch die Analyse von 
Gewebe aus dem Bereich der Injektionsstellen bzw. Bereichen der Akkumulation 
knochenmarksstämmiger Zellen. So beschrieben Tofukuji et al. (2000) im Modell der 
akuten Transplantatabstossung eine Up-Regulation der β-Adrenozeptoren in 
Bereichen mit mononukleärer Infiltration, im Doxorubicin-Modell mit gleichmäßigerer 
Stammzellinjektion untersuchten Dhein et al. (2006) auch Gewebe aus dem Bereich 
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der Injektionsstellen, sodass entsprechende Effekte zur Darstellung kommen 
könnten. Die vorliegende Arbeit verwendete hingegen Infarkt- und Injektionsfernes 
Myokard, ein direkter Effekt der Zellen auf die β-Adrenozeptoren im Probenbereich 
erscheint durch die räumliche Entfernung unwahrscheinlich, obwohl auch ein 
Wandern der injizierten MSC denkbar ist. Dennoch sind die direkten Effekte vor 
allem im Bereich der Injektionsstellen zu erwarten, während die Rezeptoren im 
infarktfernen Myokard vermutlich eher indirekt durch eine verbesserte Kontraktilität 
und sekundär verminderte sympathoefferente Aktivität beeinflusst werden. 
Radioligandenbindungsstudien im Bereich von Injektionsstellen bzw. Infarktrand 
lassen sich aufgrund der Veränderungen von Gewebestruktur und Rezeptorprofil 
jedoch kaum auswerten, das verwendete Infarktmodell kann die Frage nach 
primären Effekten der MSC auf die β-Adrenozeptoren daher nicht beantworten. 
Vielmehr demonstrierte die Arbeit Veränderungen im infarktfernen LV und S und 
erlaubt Rückschlüsse auf die efferente sympathoadrenerge Aktivität im infarktfernen 
Myokard. Die β-Adrenozeptordichte im RV blieb dabei vergleichbar erniedrigt und 
könnte auf fehlende Effekte der injizierten Zellen auf den RV hinweisen. Die Zellen 
wurden umschrieben in die Vorderwand des linken Ventrikels appliziert, auf die LV-
Funktion begrenzte Effekte könnten bei ventrikelspezifischer neurohumoraler 
Regulation (Liang et al., 1998; Chester und Barnett, 1995; Ganguly et al., 1997) auch 
mit ventrikelspezifischen Veränderungen der Rezeptordichte einhergehen. Der 
rechte Ventrikel würde entsprechend nicht von der Zelltherapie profitieren, durch die 
fehlende Untersuchung der rechtsventrikulären Funktion bleibt die Schlussfolgerung 
jedoch unbestätigt. Das abweichende Verhalten des rechten Ventrikels spricht dabei 
auch gegen eine einfache Globalinsuffizienz als Grundlage der rechtsventrikulären 
Down-Regulation, da entsprechend nach Zelltherapie auch im RV eine verminderte 
Down-Regulation beziehungsweise Up-Regulation der β-Adrenozeptoren zu 
erwarten gewesen wäre. Dass jedoch nur im Bereich von LV und S die Up-
Regulation gesehen wurde, spricht mit den obigen Überlegungen auch für einen 
direkten Effekt der MSC auf die β-Adrenozeptoren. Mit Fertigstellung der 
vorliegenden Arbeit konnte die Arbeitsgruppe um Prof. Dhein inzwischen eine direkte 
Up-Regulation der β-Adrenozeptoren durch MSC in der Zellkultur nachweisen (Dhein 
et al., 2010)  
Im Gegensatz zu den Beobachtungen nach Zelltherapie war ein signifikanter Effekt 
der Präinfarktischämie auf die β-Adrenozeptordichte in keiner der untersuchten 
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Herzregionen darstellbar, obwohl LV-EF und FS profitierten. Vergleichsdaten über 
Veränderungen von β-Adrenozeptoren nach Präinfarktischämie liegen nicht vor. 
Arbeiten mit wiederholten sublethalen Ischämien und chronischer Hypoxie zeigten 
zwar eine Abnahme der β-Adrenozeptoren als Folge efferenter sympathischer 
Aktivierung und direkter hypoxiebedingter Veränderungen der β-Adrenozeptoren 
(Germack et al., 2002; Leo-Valerde et al., 2001), lassen sich mit der vorliegenden 
Arbeit jedoch kaum vergleichen. Prinzipiell sollte die bessere Herzfunktion an eine 
reduzierte sympathoadrenerge Aktivität und höhere β-Adrenozeptorenzahl gekoppelt 
sein, warum dies in der vorliegenden Arbeit nicht dargestellt werden konnte ist 
unsicher. Spekuliert werden könnte über einen zeitlichen Versatz der Adrenozeptor-
Veränderungen zu den funktionellen Verbesserungen oder Präinfarktischämie-
getriggerte kardiale oder neurohumorale Veränderungen welche die Effekte der der 
verbesserten Funktion aufheben. 
plasmatisches Noradrenalin 
Die Bestimmung des plasmatischen Noradrenalins (NA) ist eine einfach 
durchzuführende und häufig angewandte Methode zur Beurteilung der globalen 
sympathischen Aktivität, bei Herzinsuffizienz wurden unveränderte oder erhöhte 
Plasmaspiegel beschrieben (Cohn et al., 1984 und 1995; Rundqvist et al., 1997; 
Meredith et al., 1993). Im Gegensatz dazu waren in der vorliegenden Arbeit die 
postinfarziösen NA-Spiegel jedoch signifikant erniedrigt. Die Ausgangswerte lagen 
oberhalb der von Deighton et al. (1988), Leineweber et al. (2006) und Dhein et al. 
(2006) mit 525 pg/ml, 830±190 pg/ml bzw. 907±145 pg/ml für Kaninchen in Narkose 
beschriebenen Normalwerte und zeigten eine große Streuung. Trotz standardisierter 
Abnahmebedingungen vor und nach Myokardinfarkt waren keine schlüssigen Effekte 
von Präinfarktischämie oder MSC darstellbar.  
Vor Zellinjektion schien die Präinfarktischämie (PII) die NA-Spiegel tendenziell zu 
erhöhen, während PII vor Mediuminjektion die Plasmaspiegel signifikant reduzierte. 
Zellinjektion nach PII war mit signifikant höheren NA-Spiegeln verbunden als 
Mediuminjektion, während MSC-Injektion ohne PII mit tendenziell niedrigeren 
Spiegeln verbunden ist als Mediuminjektion ohne PII. In der vorliegenden Arbeit 
korrelierten die Plasmaspiegel weder mit Herzfunktion noch β-Adrenozeptordichte, 
die Gruppenunterschiede standen im Widerspruch zu den echokardiografischen 
Ergebnissen und β-Adrenozeptordichten. Obwohl Noradrenalinspiegel prinzipiell nur 
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schwach mit Herzfunktion und klinischen Symptomen korrelieren (Cohn et al., 1995), 
wären zwischen den Infarktgruppen vergleichbare oder invers zur EF und β-
Adrenozeptordichte veränderte Werte zu erwarten. Die plasmatischen 
Katecholamine sind jedoch von zahlreichen weiteren Faktoren abhängig, die sich der 
experimentellen Kontrolle entzogen haben könnten und die Beobachtungen erklären 
würden. So ist die Noradrenalinfreisetzung im menschlichen Herz proportional zur 
elektrischen Stimulation (Esler et al., 1990) und steigt bei postischämischer 
Herzinsuffizienz (Rundqvist et al., 1997), der venöse NA-Spiegel setzt sich jedoch 
aus dem Überlauf aller durchflossenen Organe zusammen und ist zudem von der 
plasmatischen Clearance abhängig (Esler und Kaye, 2000). Der Anteil des kardial 
freigesetzten NA variiert mit dem Ort der Bestimmung (Hjemdahl 1984 und 1987) 
und beträgt im arteriellen Plasma nur 2% (Esler et al., 1984 und 1988), sodass eine 
milde Herzinsuffizienz ohne globale Sympathikussteigerung mit unveränderten 
Plasmaspiegeln einhergehen kann (Dominiak et al., 1981). Andererseits können der 
verminderte kardiale Output und die veränderte Zirkulation bei manifester 
Herzinsuffienz zur Reduktion der Katecholaminclearance und zum weiteren Anstieg 
der Plasmaspiegel führen. (Davis et al., 1988; Elser et al., 1990 ; Hasking et al., 
1986). Ein Abfall der Spiegel muss damit auch nicht auf einer verminderten NA-
Freisetzung beruhen, viele Pharmaka können bereits durch ihre hämodynamischen 
Effekte die Clearance erhöhen und Plasmaspiegel senken (Davis et al., 1988; Esler 
und Kaye, 2000).  
So wurden die NA-Spiegel in der vorliegenden Arbeit unter Isofluran-Narkose 
bestimmt, da beim Kaninchen als Fluchttier mit ausgeprägten Angst und 
Stressreaktionen (Schall, 1998; Haberstroh und Henke, 2003) eine Bestimmung 
repräsentativer Spiegel im wachen Zustand unmöglich ist. Dabei führt die Isofluran-
Narkose jedoch gleichzeitig zu vegetativer Depression (Marano et al., 1996; 
Neukirchen und Kienbaum, 2008), veränderter Zirkulation und Abfall der 
plasmatischen Katecholaminspiegel (Deegan et al., 1993; Duan et al., 1994). 
Narkosetiefe und damit auch vegetative Depression gelten beim Kaninchen jedoch 
als schwer steuerbar (Wurster, 1973; Erhardt, 1984; Tober-Meyer, 1977; Lück, 
2003). Zwar wurden an gesunden Kaninchen (Friedgen et al., 1993 und 1994) und 
anderen Tieren (Deegan et al., 1991 und 1993) differenzierte Untersuchungen zur 
sympathischen Aktivität und plasmatischen Katecholaminkinetik unter Narkose 
durchgeführt, Narkoseeffekte bei Herzinsuffizienz sind allerdings nicht erforscht. Im 
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Gegensatz zu Propofol, Halothan und Enfluran, die Noradrenalin Spillover und 
Clearance senken (Deegan et al., 1991 und 1993), führte Isofluran bei gesunden 
Tieren zu einer isolierten Senkung des Noradrenalin Spillovers bei unveränderter 
Clearance (Deegan et al., 1993). Die sympathikolytische Wirkung wird dabei über 
Reflexbögen vermittelt (Takeshima et al., 1989; Kotrly et al., 1984; Bosnjak et al., 
1990 Seagard et al., 1984), die bei Herzinsuffizienz pathologische Veränderungen 
zeigten und als Trigger der erhöhten sympathischen Aktivität gelten (Hainsworth, 
1991; Zucker et al., 1977; Staszewska-Barczak, 1983). Durch begleitende 
zentralnervöse Veränderungen (Sakamoto et al., 1989; Sole et al., 1985; Patel et al., 
1993) ist zudem eine erhöhte Sensibilität gegenüber Narkotika vorstellbar, welche 
die erniedrigten Werte unter der zweiten Narkose erklären könnte. Die postinfarziös 
veränderte Zirkulation und NA-Clearance wird durch die Narkose erneut verändert, 
bei verändertem Katecholaminmetabolismus könnten Clearance und Plasmaspiegel 
dysproportional verändert werden. Auch wäre bei präoperativ erhöhter 
Katecholaminfreisetzung auf dem Boden der chronisch erhöhten 
sympathoadrenergen Aktivität eine Depletion der Noradrenalinspeicher (Hasking et 
al., 1986; Meredith et al., 1993; Liang et al., 1989; Rose et al., 1985) mit 
dysproportionalem Abfall unter Narkose möglich. In Folge der genannten 
Mechanismen könnten sich die NA-Spiegel kurzfristig und unkontrolliert verändern, 
während die langfristiger regulierte β-Adrenozeptordichte (Wallukat, 2002) 
unbeeinflusst bleibt. Dennoch konnten Dhein et al., (2006), im Gegensatz zur 
vorliegenden Arbeit repräsentative NA-Spiegel bestimmen, die mit β-
Adrenozeptordichte und Funktion invers korrelierten. Die Protokolle unterschieden 
sich nicht wesentlich von denen der vorliegenden Arbeit, die Proben wurden zu 
vergleichbaren Zeitpunkten entnommen, analog behandelt, aufbereitet und 
analysiert, ein pränalytisches Problem oder eine unterschiedliche Narkosesteuerung 
ist jedoch nicht auszuschließen. Obwohl ein divergierendes Verhalten der kardialen 
β-Adrenozeptoren und plasmatischen NA-Spiegel bei milder Herzinsuffizienz 
vorstellbar ist (Dominiak et al., 1981), können die vorliegenden Veränderungen der 
NA-Spiegel und Signifikanzen nach vorliegender Literatur nicht schlüssig erklärt 
werden. Insgesamt erscheint die Bestimmung repräsentativer NA-Plasmaspiegel im 
Kleintiermodell bei schwer steuerbarer Narkosetiefe und mit zahlreichen potentiellen 
Einflussfaktoren schwierig und störanfällig, wobei selbst die zum Zeitpunkt der 
Tierhaltung herrschenden Lärmverhältnisse im Tierstall der Universität Leipzig, der 
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Transportstress und Gewöhnungseffekte beim Zweiteingriff Einfluss gehabt haben 
könnten. 
Immunhistochemie 
Ein akuter Myokardinfarkt verstärkt Migration und Homing zirkulierender 
Stammzellen, sodass vermehrt markierte (Oh et al., 2007; Kocher et al., 2001; Aicher 
et al., 2003; Ma et al., 2005; Bittira et al., 2003) und unmarkierte c-Kit positive 
Stammzellen im Infarktgebiet und Infarktrand dargestellt werden können (Fransioli et 
al., 2009; Lutz et al., 2008; Fazel et al., 2008; Wang et al., 2006). Unmarkierte Zellen 
lassen sich dabei jedoch nur im undifferenzierten Zustand durch c-Kit Färbung 
darstellen, da Stammzellmarker wie c-Kit mit Integration bzw. Ausdifferenzierung zu 
Endothelien, Kardiomyozyten, Fibroblasten oder reifen Blutzellen rasch verloren 
gehen (Messner, 1995; Munugalavadla et al., 2005). Die immunistochemisch c-Kit 
positiv darstellbaren Stammzellen entstammen dem Knochenmark (Fazel et al., 
2006), ihre Zahl repräsentiert die Zellmigration zum Untersuchungszeitpunkt. 
Ortständige kardiale Stammzellen (Bertrami et al., 2003; Urbanek et al., 2005) 
scheinen von untergeordneter Bedeutung, wie Markierungen des Knochenmarkes 
zeigten (Fazel et al., 2006). 
In der vorliegenden Arbeit zeigten die Zellen eine heterogene Morphologie und 
fanden sich isoliert perivaskulär und im gefäßfernen Gewebe. Zellcluster wie in 
anderen Arbeiten im Randbereich beschrieben waren nicht darstellbar (Fazel et al., 
2006 und 2008; Suzuki et al., 2007). Da weder Infarktrand noch Injektionsstelle 
sicher abgrenzbar waren und aufgrund ihrer geringen Größe kaum c-Kit positive 
Zellen enthielten, wurde der Bereich dem Infarktgebiet zugeordnet und mit 
entferntem Myokard verglichen. Die transplantierte MSC-Population war im 
wesentlichen c-Kit negativ (Pittenger und Martin, 2001), eine Anfärbung verbliebener 
c-Kit positiver EPC und HSC (Heissig et al., 2003; Kent et al., 2008) ist auch bei 
Persistenz der Zellen über 30 Tage nicht zu erwarten. 
In allen 4 Gruppen lagen die Zellzahlen im entfernten Myokard etwas oberhalb der 
Fazel et al. (2006) für nicht-infarziertes Rattenherz beschrieben Werte (2 Zellen in 4 
Ventrikelquerschnitten), unterschieden sich jedoch nicht von denen im Infarktgebiet, 
während andere Arbeitsgruppen zu früheren Untersuchungszeitpunkten vermehrt c-
Kit positive Zellen im Infarktgebiet und Randbereich (Elmadbouh et al., 2007; Lutz et 
al., 2008; Cimini et al., 2007; Czarnowska et al., 2007; Fazel et al., 2008 und 2006) 
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bei unveränderten Zellzahlen im infarktfernen Myokard beschrieben. Das Maximum 
wurde dabei bereits 3 Tage nach Myokardinfarkt beobachtet (Zhang et al., 2007), die 
Zellzahlen waren nach 28 Tagen bereits auf die Kontrollwerte abgefallen (Zhang et 
al., 2007; Czarnowska et al., 2007). Markierte und intravenös applizierte 
Stammzellen zeigten schon 8-16 Tage nach Infarkt keine Anreicherung mehr (Ma et 
al., 2005; Sorger et al., 2002; Martin et al., 2002) und auch die SDF-1α Sekretion war 
nach raschem Anstieg (Ceradini et al., 2004), Maximum nach einem (Ma et al., 2005) 
bzw. 2 Tagen (Kucia et al., 2004 a; Asakari et al., 2003) bereits nach 4-7 Tagen bzw. 
21 Tagen (Charnowska et al., 2007; Ma et al., 2005) normalisiert. Applikation von 
SDF-1α, (Lutz et al., 2007; Zhang et al., 2007) oder Chemokin sezernierenden Zellen 
kann Migration und Homing der zirkulierenden Zellen verstärken. Während der Effekt 
bei direkter SDF-1α Injektion nur wenige Tage anhält, können bei kontinuierlicher 
SDF-1α Freisetzung aus epikardialen Fibrinpatches oder nach Integration SDF 
sezernierender Zellen eine anhaltende Chemotaxis und prolongiertes SZ Homing 
beobachtet werden (Zhang et al., 2007). So beschrieben Askari et al. (2003) und Lee 
et al. (2007) nach Injektion SDF-1α überexprimierender Fibroblasten bzw. 
unmodifizierter BMSC einen Wiederanstieg von SDF-1α und Stammzellhoming mit 
Zunahme von Kapillardichte und Ventrikelfunktion. Die Stammzellapplikation erfolgte 
dabei jedoch verzögert in bereits organisiertes Infarktgewebe, die Zellen wurden 
integriert und waren auch nach 4 Wochen noch zahlreich darstellbar. Obwohl die in 
der vorliegenden Arbeit verwendete Zellpopulation aus multipotenten MSC, 
Endothelien, Fibroblasten und Osteoblasten das Stammzellhoming ebenfalls durch 
sezerniertes SDF-1α, (Yu et al., 2003; Zhang et al., 2007; Wang et al., 2008; 
Croitorou-Lamoury et al., 2007) und andere Chemokine verstärken konnte, waren 
zum Untersuchungszeitpunkt weder injizierte Dil-markierte Zellen noch vermehrt c-Kit 
positive Zellen darstellbar, auch Cluster c-Kit positiver Stammzellen als indirektes 
Zeichen einer gezielten Migration wurden nicht beobachtet. Die Ergebnisse sprechen 
damit gegen eine verstärkte Stammzellmigration zum Untersuchungszeitpunkt, 
jedoch nicht gegen eine zurückliegende Stammzellmigration, da Zellen mit Verlust 
ihres c-Kit Antigens der Darstellung entgehen und Informationen über die zuvor 
stattgehabte Zellmigration aus den vorliegenden Daten nicht entnommen werden 
können. Überleben und die Integration der transplantierten MSC wurden durch den 
frühen Injektionszeitpunkt offenbar reduziert, funktionelle Effekte waren darstellbar, 
ein prolongiertes Homing zirkulierender Stammzellen jedoch nicht. 
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Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit sollten im Langzeit in-vivo Myokardinfarktmodell die 
Effekte einer frühzeitigen Zelltherapie auf Herzfunktion, kardiale β-Adrenozeptoren 
und plasmatische NA-Spiegel untersucht werden.  
Dafür wurde männlichen White New Zealand Rabbits Knochenmark entnommen, für 
4 Tage kultiviert und mesenchymale Stammzellen (MSC) durch Adhärenz an 
Gelatine isoliert. Zellen bzw. Medium wurden 60 Minuten nach Induktion des 
Myokardinfarktes autolog in den Rand des Infarktbereiches injiziert, bei jedem 
zweiten Tier wurde Medium bzw. Zellinjektion dabei mit einer dem Infarkt 
vorausgehenden reversiblen Ischämie (PII) kombiniert (Medium mit PII: n=8, MSC 
ohne PII: n=10, Medium mit PII: n=10, Medium ohne PII: n=7). Die Herzfunktion 
wurde präinfarziös und 30 Tage später echokardiografisch beurteilt, zu beiden 
Zeitpunkten wurde periphervenöses Blut zur Noradrenalin-Bestimmung entnommen. 
30 Tage nach Infarkt wurden alle Tiere eingeschläfert und Gewebeproben zur 
Bestimmung von β-Adrenozeptordichte, Histologie und Immunhistochemie 
entnommen.  
Die Bestimmung der β-Adrenozeptordichte im Ventrikelgewebe von infarktfernen 
linken Ventrikel (LV), Septum (S) und rechten Ventrikel (RV) erfolgte durch 
Sättigungsbindungsstudien mit dem ß-Adrenozeptorliganden [125I]-Iodocyanopindolol 
(ICYP). Die Ergebnisse wurden zwischen den einzelnen Gruppen und mit weiteren 
herzgesunden Kaninchen (n=6) verglichen, die Noradrenalinspiegel im 
periphervenösen Plasma wurden durch reversed-phase HPLC bestimmt. 
Histologisch waren im Myokard keine der initial injizierten Zellen darstellbar, unter 
der Annahme einer durch Zellinjektion verstärkten Migration zirkulierender 
Progenitorzellen wurde das Gewebe immunhistochemisch auf eingewanderte c-Kit 
positive Zellen untersucht.  
Myokardinfarkt führte zum Abfall von EF und FS, Zellinjektion zur Verbesserung von 
EF und FS bei vergleichbarer Infarktausdehnung und Wandstärke im Infarktgebiet. 
Vergleichbare Effekte der Präinfarktischämie auf EF und FS waren bei Bezug auf die 
Ausgangswerte unabhängig von Medium und Zellinjektion darstellbar, der Einfluss 
auf die absolute postinfarziöse EF erreichte jedoch nur vor Mediuminjektion 
Signifikanzniveau. Effekte auf Infarktausdehnung und Wandstärke waren nicht 
darstellbar. Das gesunde Herz zeigte signifikante Unterschiede der β-
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Adrenozeptordichte von LV/S und RV welche durch Down-Regulation nach 
Myokardinfarkt nivellierten. Zellinjektion führte zum Wiederanstieg der β-
Adrenozeptordichte in LV und S bei unverändertem rechtsventrikulären Werten, 
signifikante Unterschiede zwischen LV/S und RV waren wieder darstellbar. Die 
Präinfarktischämie hatte keinen signifikanten Effekt auf die β-Adrenozeptordichte.  
Die β-Adrenozeptordichten von LV und S zeigten eine enge Korrelation, ein 
Zusammenhang mit der rechtsventrikulären Rezeptordichte war jedoch nicht 
darstellbar. Eine Korrelation von β-Adrenozeptoren in LV/S und echokardiografisch 
bestimmter Herzfunktion konnte dargestellt werden. Die plasmatischen NA-Spiegel 
zeigten prä- und postinfarziös große interindividuelle Unterschiede, bei hohen 
Ausgangswerten waren die postinfarziösen Werte signifikant erniedrigt, korrelierten 
dabei aber weder mit β-Adrenozeptordichte noch Kontraktilität und zeigten von 
Bindungsstudien und Echokardiografie abweichende Unterschiede. Histologisch 
konnten keine der initial injizierten und dil-markierten Zellen dargestellt werden, die 
Zahl c-Kit positiver Zellen in Infarktgebiet und restlichem Myokard unterschied sich 
nicht signifikant. Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen waren vergleichbar. 
Insgesamt waren die Ergebnisse der frühen Zellapplikation auf EF und FS dabei mit 
Arbeiten vergleichbar in denen die Zellen später appliziert wurden, trotz fehlender 
postinfarziöser Reperfusion verbesserte auch die Präinfarktischämie die Funktion. 
Unveränderte Infarktausdehnung und Wandstärke im Infarktbereich sprechen für 
Veränderungen im nichtinfarzierten Myokard, die Darstellung des PII-Effektes 
unabhängig von der Zellinjektion bei spricht gegen Interaktionen von Zellinjektion und 
PII. Die nach Myokardinfarkt verminderte β-Adrenozeptordichte scheint Zeichen der 
sympathoadrenergen Aktivierung, die nach Zellinjektion weniger ausgeprägte Down-
Regulation in LV und S reflektiert die Unterschiede in der Kontraktilität. Die 
rechtsventrikulären β-Adrenozeptoren zeigten keine Veränderungen, die Zelleffekte 
scheinen auf den linken Ventrikel begrenzt. PII hatte trotz der Effekte auf die 
Kontraktilität keinen darstellbaren Einfluss auf die β-Adrenozeptoren, die Ursache ist 
unklar. Die plasmatischen Katecholamine zeigten keine schlüssigen Veränderungen, 
annehmbar sind Überlagerungen durch unkontrollierte Störfaktoren oder 
Narkoseeffekte. Die vergleichbaren Zahlen c-Kit positiver Zellen in Infarktgewebe 
und restlichen Myokard nach Mediuminjektion entsprechen dem zeitlichen Verlauf 
der Stammzellmigration, der fehlende Unterschied zwischen MSC und 
Mediuminjektion spricht gegen eine anhaltende Stammzellmigration nach 
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Zelltherapie. Aussagen über die zurückliegende Zellmigration können aus den 
vorliegenden Daten jedoch nicht abgeleitet werden. 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit ein Effekt frühzeitig injizierter 
MSC auf die Kontraktilität und β-Adrenozeptordichte im linken Ventrikel und Septum 
dargestellt werden, während die Präinfarktischämie zu verbesserter Kontraktilität 
ohne Veränderungen der β-Adrenozeptoren führte. Eine anhaltende Migration 
zirkulierender c-Kit positiver Stammzellen war nicht darstellbar. 
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Tabellen 
Echokardiografie MSC mit PII MSC ohne PII Medium mit PII Medium ohne PII 
EF vor Infarkt [%] 69±3 76±3 71±3 72±3 
EF nach Infarkt [%] 45±2 47±2 41±3 35±2 
FS vor Infarkt [%] 33±3 39±3 36±3 35±2 
FS nach Infarkt [%] 16,5±1 18±2 16±1 12±2 
EF vor Infarkt - EF 
nach Infarkt 
25±4 29±4 29±4 36±4 
EF vor Infarkt/EF 
nach Infarkt 
66±4 62±3 62±3 48±3 
Infarktgröße [cm2] 0,31±0,15 0,25±0,15 0,34±0,13 0,34±0,15 
Wanddicke im 
Infarktgebiet [mm] 
22±2 25±3 25±2 27±7 
Tabelle 5.1 Ergebnisse Echokardiografie  
 
EF vor Infarkt: keine signifikanten Unterschiede, p=ns  
EF vor Infarkt vs. EF nach Infarkt: p<0,001 
FS vor Infarkt: keine signifikanten Unterschiede, p=ns  
FS vor Infarkt vs. FS nach Infarkt: p<0,01 
EF nach Infarkt: MSC vs. Medium: p<0,001, Medium mit PII vs. Medium ohne PII; p<0,001, MSC mit 
PII vs. MSC ohne PII; p=ns  
FS nach Infarkt: MSC vs. Medium: p<0,001, MSC mit PII vs. MSC ohne PII: p<0,05, MSC mit PII vs. 
MSC ohne PII: p=ns 
EF vor Infarkt-EF nach Infarkt: MSC vs. Medium: p<0,05, PII vs. nicht-PII: p<0,05  
Infarkgröße: keine signifikanten Unterschiede, p=ns 
Wanddicke im Infarktgebiet: keine signifikanten Unterschiede, p=ns 
 
 
 
 
 
 
 
d 
 
LV MSC mit PII MSC ohne PII  Medium mit PII Medium ohne PII Kontrolle* 
Bmax 69,87±13,89 45,67±9,41 28,25±5,09 29,51±8,73 102±9 
KD 65,23±5,85 43,69±5,73 50,23±5,55 49,32±3,42 35±3 
 
S MSC mit PII MSC ohne PII  Medium mit PII Medium ohne PII Kontrolle* 
Bmax 73,65±13,81 57,16±15,28 35,12±5,46 36,11±9,49 117±10 
KD 56,41±6,11 47,27±5,59 48,18±4,38 45,25±2,76 37±3 
 
RV MSC mit PII MSC ohne PII  Medium mit PII Medium ohne PII Kontrolle* 
Bmax 32,74±8,3 23,73±5,68 19,9±2,26 26,72±6,92 50±8 
KD 48,82±4,64 44,32±5,65 55,07±5,45 50,86±8,49 42±3 
Tabelle 5.2 Ergebnisse RLBS  
 
 
LV-Bmax: Infarkt vs. Kontrolle: p<0,05, MSC vs. Medium: p<0,005, PII vs. nicht-PII: p=ns 
LV-KD: keine signifikanten Unterschiede 
S-Bmax: Infarkt vs. Kontrolle: p<0,001, MSC vs. Medium: p<0,05, PII vs. nicht-PII: p=ns 
S-KD: keine signifikanten Unterschiede 
RV-Bmax: Infarkt vs. Kontrolle: p=0,05, MSC vs. Medium: p=ns, PII vs. nicht-PII: p=ns 
RV-KD: keine signifikanten Unterschiede 
Kontrolle: Bmax LV vs Bmax S: p=ns 
Kontrolle: Bmax LV vs Bmax RV. p<0,05 
Kontrolle: Bmax S vs Bmax RV: p<0,05 
Medium: Bmax LV vs Bmax S: p=ns 
Medium: Bmax LV vs Bmax RV. p=ns 
Medium: Bmax S vs Bmax RV: p=ns 
MSC: Bmax LV vs Bmax S: p=ns 
MSC: Bmax LV vs Bmax RV. p<0,05 
MSC: Bmax S vs Bmax RV: p<0,05 
 
 
 
* Kontrollwerte übernommen von D. Rouabah (Dhein et al., 2006). 
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Noradrenalin MSC mit PII MSC ohne PII  Medium mit PII Medium ohne PII 
NA vor Infarkt 
[pg/ml] 
1166±200 1130±436 1047±181 1120±258 
NA nach Infarkt 
[pg/ml] 
788±66 582±105 557±58 749±155 
Tabelle 5.3 Ergebnisse HPLC  
 
NA vor Infarkt: keine signifikanten Unterschiede, p=ns 
NA vor Infarkt vs. NA nach Infarkt: p<0,05 
NA nach Infarkt: Medium mit PII vs. Medium ohne PII: p<0,05, MSC mit PII vs. MSC ohne PII; p=0,072 
MSC mit PII vs. Medium mit PII: p<0,05, MSC ohne PII vs. Medium ohne PII: p=0,072  
 
 
C-Kit+ Zellen/20 
GF (400xMGF) 
MSC mit PII MSC ohne PII  Medium mit PII Medium ohne PII 
im Infarktgebiet 0,29±0,29 0,31±0,16 0,30±0,21 29±0,18 
außerhalb des 
Infarktgebietes 
0,29±0,18 0,38±0,26 0,30±0,15 36±0,24 
Tabelle 5.4 Ergebnisse Immunhistochemie  
 
im Infarktgebiet: keine signifkanten Unterschiede, p=ns 
außerhalb des Infarktgebietes: keine signifkanten Unterschiede, p=ns 
im Infarktgebiet vs. außerhalb des Infarktgebietes: keine signifkanten Unterschiede, p=ns 
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Materialien und Geräte 
Tierversuche und Laborgeräte 
New Zealand White Rabbits, 1500–2000 g, Charles River, Kisslegg, D 
Beatmungsgerät ADS-1000, Engler Engineering Co., Hialeah, FL, USA 
Sonotron CFM-800A + 7,5 Mhz Sektorschallkopf, Vingmed, Horton, N 
Biofuge stratos, Heraeus Instruments, Osterode, D 
Mikroskop Zeiss-Axioskop, Zeiss, Jena, D 
Mikroskop-Software: Zeiss AxioVision, Zeiss, Jena, D 
Apperaturen und Geräte zur Durchführung der RLBS 
GammaCounter 1470 automatic-WIZARD, Perkin Elmer Wallace, Freiburg, D 
pH-Meter 761 Calimatic, Knick, Berlin D 
Spectrophotometer DU 640, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA 
Ultraturrax T25, Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Staufen D 
Ultrazentrifuge XL-70 Optima, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA 
Vakuumpumpe Millipore, Millipore, Billerica, USA 
Vielfach-Filtrationsgerät Millipore, Millipore, Billerica, USA 
Scientific-Vortex, Scientific Industries Inc. Bohemia, NewYork, USA 
Waage MC1 Analytic AC 210 S, Sartorius AG, Göttingen, D 
Waage MC1 Laboratory LC 620 P, Sartorius AG, Göttingen, D 
Wasserbad Jalubo-SW 23, Jalubo Labortechnik, Seelbach, D 
Zentrifuge Eppendorff-5403, Eppendorff AG, Hamburg, D 
HPLC System 
Chromeleon, Dionex, Idstein, D 
Autosampler GINA 50, Gynkotek, München, D 
Doppelkolben-Pumpensystem P580, Gynkotek, München, D 
Elektrochemischer Detektor DECADE (Digital ElectroChemical Ampherometric 
Detector), Dionex, Idstein, D 
Elektrochemische Flusszelle VT3, Antec, Leyden, NL  
Zentrifuge Biofuge Stratos, Heraeus Instruments, Osterode, D 
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statistische Auswertung und grafische Darstellung 
SYSTAT 8.0, Systat, San Jose, CA, USA  
SIGMASTAT 3.5, Sigmastat, San Jose, CA, USA  
Sigmaplot 9.0, Sigmastat, San Jose, CA, USA 
Verbauchsmaterialien  
allgemeine Laborchemikalien 
Bovines Albumin, Sigma, Taufkirchen, D 
CuSO4, E.Merck, Darmstadt, D 
Eppendorff-Gefäße 1,5ml und 2ml, Eppendorff AG; Hamburg, D 
Ethanol, Sigma, Taufkirchen, D 
Falconröhrchen 50ml, Greiner BIO-ONE, Frickenhausen, D  
Folin Ciocalteu Phenolreagenz, E.Merck, Darmstadt, D 
L-(+)-Ascorbinsäure, E.Merck, Darmstadt, D 
Kaliumhydrogencarbonat, Sigma, Taufkirchen, D 
Mullkompressen, Weisweiler, Münster, D 
Na2CO3 Sigma, Taufkirchen, D 
NaCl, Carl Roth, Karlsruhe, D 
NaKC4H4O6• 4H2O, Sigma, Taufkirchen, D  
NaOH, Sigma, Taufkirchen, D 
Pipettenspitzen, Carl Roth, Karlsruhe, D 
Propylenröhrchen, Greiner BIO-ONE, Frickenhausen, D 
PS-Röhrchen 5ml (Counterröhrchen), Greiner BIO-ONE, Frickenhausen, D 
S-Monovette, Sarstedt, Mümbrecht, D 
Superfrost Objektträger und Deckblättchen, Sigma, Taufkirchen, D 
Trizma-Base, Sigma, Taufkirchen, D 
Vasofix Braunüle 22G, B.Braun, Melsungen, D 
Xylol, Sigma, Taufkirchen, D 
h 
 
Verbrauchsmateralien zur Durchführung der HPLC 
„Reagenzienkit für die HPLC-Analytik der Katecholamine im Plasma“, 
(Chromsystems, München, D) bestehend aus:  
 - Mobile Phase 5001 
 - HPLC-RP-C18 Säule 
 - Kalibrationsstandard 
 - Interner Standard 
 - Extraktionspuffer 
 - Waschpuffer 
 - Elutionspuffer 
 - Probenvorbereitungskartuschen (Sample Clean Up Columns) 
 - Chromsystems Plasma Kontrollen 
 - Endocrine Plasma Control, Normal Range 
 - Endocrine Plasma Control, Pathological Range 
Verbrauchsmateralien zur Durchführung der RLBS  
(-) [125I]-Iodozyanopindolol (ICYP) ( spezifische Aktivität 2200 Ci/mmol), Perkin Elmer 
Life Sciences; Boston, USA 
CGP12177, Sigma; Taufkirchen, D 
Whatman Glasfaser Rundfilter, Durchmesser 25cm, Schleicher&Schuell; Dassel, D 
Verbrauchsmateralien zur Durchführung der Immunhistochemie  
AEC Chromogen, Sigma, Taufkirchen, D 
Anti-Goat IgG, Peroxidase labeled A5420-1ML, Sigma, Taufkirchen, D 
c-Kit (C19): sc-168G, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
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